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K. Methoden zur Bestimmung der Atmung der 
Pflanzen. 


Von W. Palladin und 8. Kostytschew, St. Petersburg. !) 


Die Pflanzenatmung ist im wesentlichen Sauerstoffabsorption und 
Ausscheidung von Kohlensäure und Wasser. Kohlensäureproduktion findet 
auch bei Sauerstoffabschluß regelmäßig statt, und zwar unter gleichzeitiger 
Bildung verschiedener organischer Stoffe (meistens wird Äthylalkohol er- 
zeugt). Der bei der Atmung stattfindende Gaswechsel ist ein Resultat der 
Tätigkeit verschiedenartiger Enzyme; infolgedessen faßt Palladin®) die 
Pflanzenatmung als die Summe verschiedener enzymatischer Prozesse auf. 
Zum Nachweis der enzymatischen Natur der Atmung ist eine Erforschung 
der Atmung abgetöteter Pflanzen erforderlich. Als „abgetötet“ werden nach 
R. und W. Albert?) und Trommsdorff*) solche Pflanzen benannt, deren 
Enzyme wirksam geblieben sind; als „tote“ Pflanzen sind aber diejenigen 
aufzufassen, deren Enzyme zerstört worden sind. Auf Grund obiger Aus- 
einandersetzung beziehen sich die beim Studium der Pflanzenatmung ge- 
bräuchlichen Methoden auf folgende Bestimmungen. 

1. Bestimmung der von den Pflanzen gebildeten Kohlensäure. 

2. Bestimmung des von den Pflanzen absorbierten Sauerstoffes. 

3. Gleichzeitige Bestimmung der ALBeSC nen Kohlensäure und 
des absorbierten Sauerstoffes. 

4. Bestimmung der Produkte der anaöroben Atmung. 

5. Methoden der Abtötung der Pflanzen ohne Zerstörung der in den- 
selben enthaltenen Enzyme. 

6. Untersuchung der Atmungschromogene. 


!) Die Abbildungen sind von Fürst A. Uchtomsky, Assistent am physiologischen 
Laboratorium der St. Petersburger Universität, ausgeführt worden. 

®) W. Palladin, Die Atmung der Pflanzen als Summe enzymatischer Prozesse 
(Siebenter internat. Physiologenkongreß, Heidelberg, 13. bis 16. August 1907). M&moires 
del’Acad. des sciences de St. P&tersbourg. 8. ser. T.20. Nr. 5 (1907); Über das Wesen 
der Pflanzenatmung. Biochem. Zeitschr. Bd. 18. S. 151 (1909). 

3) R. und W. Albert, Chemische Vorgänge in der abgetöteten Hefezelle. Zentralbl. 
f. Bakt. 2. Abt. Bd. 7. S. 817 (1901). 

#) Richard Trommsdorf, Über die Beziehungen der Gramschen Färbung zu che- 
mischen Vorgängen in der abgetöteten Hefezelle. Zentralbl. für Bakt. 2. Abt. Bd. 8. 
S.82 (1902). 
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I. Bestimmung der von den Pflanzen gebildeten Kohlensäure. 


Bei den quantitativen Bestimmungen der von den Pflanzen gebildeten 
Kohlensäure wendet man meistens Pettenkofersche Röhren !) an (Fig. 122). 
Im pflanzenphysiologischen Laboratorium der St. Petersburger Universität 
bedient man sich diekwandiger, in einem Winkel von 130° gebogener 
Röhren; der kurze Schenkel der Röhren ist 10 cm, der längere 120 cm 
lang. Der Durchmesser der Röhren beträgt 14 mm. Die von Pfeffer ?) be- 
schriebene zweite Biegung mit kugelförmiger Erweiterung ist nicht not- 
wendig: sind die Röhren genügend lang, so ist man bei beliebig leb- 
hafter Gasdurchleitung vor Ausfließen des Barytwassers sicher. Andrer- 
seits kann man das nur einmal gebogene Rohr viel bequemer waschen 
und reinigen; die Reinigung des Rohres führt man mit Hilfe eines dünnen 
Holzstabes aus, dessen Ende man mit etwas Josefpapier oder Baum- 
wolle umwickelt. Das vordere Ende des Peitenkoferschen Rohres verbindet 


man mit dem mit Pflanzen beschickten Rezipienten durch eine Glasröhre, 
die man in das Ende des Pettenkoferschen Rohres mittelst eines durch- 
bohrten Kautschukstopfens einführt. Damit das Gas in Gestalt möglichst 
kleiner Bläschen das Pettenkofersche Rohr passiert, bringt man an das 
Ende des Zuleitungsrohres mit Hilfe eines Gummischlauches eine aus- 
gezogene Röhre an. Die Pettenkoferschen Röhren montiert man auf einem 
Holzgestell, das aus zwei senkrechten miteinander verbundenen Platten 
besteht. Die vordere Platte ist 15cm, die hintere 24cm hoch. Beide 
Platten sind mit den mit Tuch bezogenen Löchern versehen; in diese 
Löcher legt man die Röhren und befestigt sie dann mit hölzernen Schrauben- 
haltern. Ein jedes Holzgestell ist auf sechs Röhren berechnet. Das hintere 
Ende je eines Pettenkoferschen Rohres verbindet man mit einer der Ansatz- 
röhren des weiten Glasrohres. Dieses Sammelrohr hat sechs Zuleitungs- 


!) Max Pettenkofer, Über einen neuen Respirationsapparat. Abhandl. der mathem.- 
physik. Klasse der k. bayrischen Akademie der Wissensch. Bd. 9. 2. Abt. S. 231 (1862). 

2) W. Pfeffer, Über intramolekulare Atmung. Untersuchungen aus dem botanischen 
Institut zu Tübingen. Bd. 1. S. 636 (1881—1885). 
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röhren und ein Ableitungsrohr; das Ableitungsrohr verbindet man durch 
einen Gummischlauch mit einer gewöhnlichen Wasserstrahlluftpumpe. 

Da die Wasserstrahlluftpumpe eine weit größere Luftmenge erfordert. 
als sie durch die Pettenkoferschen Röhren, den Versuchszwecken gemäß, 
geliefert werden kann, so schaltet man behufs Vermeidung der Luftver- 
dünnung im Apparate einen von Palladin ersonnenen Regulator. Man 
gießt in eine dreihalsige Wulffflasche eine ca. 2 cm hohe Quecksilberschicht, 
darauf eine ebenso hohe Wasserschicht ein. In die eine der beiden äußeren 
Öffnungen der Flasche führt man mittelst eines durchbohrten Kautschuk- 
stöpsels das aus den Pettenkoferschen Röhren leitende Glasrohr ein und 
versenkt es in Wasser auf 1 cm (Fig. 123). In die andere äußere Öffnung 
der Flasche steckt man das Ableitungsrohr, in die mittlere Öffnung aber 
ein gerades Glasrohr, dessen unteres Ende auf 1 cm in Quecksilber ver- 
senkt ist. Bei Anwendung der soeben beschriebenen Einrichtung kann 
die Luftverdünnung im Apparate höchstens 1 cm Queck- 
silberdruck betragen, denn wird die Gasdurchleitung 
verlangsamt, oder eventuell vollständig eingestellt, so 
ist die der Luftpumpe fehlende Luft durch das mittlere 
Rohr des Regulators geliefert. 

Ein jedes Pettenkofersche Rohr beschickt man 
mit 100 cm® Barytwasser. Das Füllen der Röhren ge- 
schieht auf folgende Weise. Zunächst führt man in 
den kurzen Schenkel des Pettenkoferschen Rohres 
das Gaszuleitungsrohr ein, das man mit einem durch 
Schraubenquetschhahn fest geschlossenen Gummi- 
schlauch versetzt. Nun gießt man aus der mit einem 
geräumigen Gefäl verbundenen Bürette eine abge- 
messene Menge Barytwasser in das offene Ende des 
Pettenkoferschen Rohres ein, wobei man das Rohr in Fig. 123. 
geneigter Lage hält. Dann wird das Rohr auf das 
Holzgestell übertragen und möglichst schnell mit einem durchbohrten Kaut- 
schukstöpsel verschlossen. Durch die Bohrung des Stöpsels hat man bereits 
früher das Ableitungsrohr eingeführt, das mit einem durch Schrauben- 
quetschhahn geschlossenen Gummischlauch versetzt ist. 

Das Barytwasser bereitet man auf einmal in großen, 10-—15 7 fassenden 
Glasgefäßen. Die zweckmäßigste Konzentration des Barytwassers ist: 7g 
kristallisiertes Baryumhydroxyd auf je 12 destilliertes Wasser. Werden 
aber großje Kohlensäuremengen produziert. so nimmt man 14, oder eventuell 
auch 21 g Baryumhydroxyd auf 17 Wasser. Auf je 12 Barytwasser setzt 
man 19 Baryumchlorid hinzu.) 

Nach vollendetem Füllen der Röhren mit Barytwasser werden die zu 
untersuchenden Pflanzen oder Pflanzenteile in die Rezipienten hineingetan 


!) H. Clausen, Beiträge zur Kenntnis der Atmung der Gewächse und des pflanz- 
lichen Stoffwechsels. Landw. Jhb. Bd. 19. S. 898 (1890). 


31* 


482 W.Palladin und $. Kostytschew. 


Hat man sechs Pettenkofersche Röhren, so ist eine gleichzeitige Arbeit 
mit drei Rezipienten möglich. Die in die Rezipienten einströmende Luft 
passiert zunächst einen mit Natronkalk beschickten Chlorealeiumzylinder, 
wo sie von Kohlensäure befreit wird. Die aus dem Rezipienten entweichende 
Luft leitet man zunächst im Verlauf von '/, Stunde durch ein mit 
reinem Wasser gefülltes Pettenkofersches Rohr, um Kohlensäure aus dem 
Rezipienten zu entfernen. Die Luftbläschen müssen das mit Wasser gefüllte 
Pettenkofersche Rohr mit derselben Geschwindigkeit passieren, die alsdann 
bei der Luftdurchleitung unter CO2-Absorption eintreten wird; bei schnell 
nacheinander folgenden Luftbläschen muß eine Gasstromgeschwindigkeit 
von etwa 32 pro Stunde vorausgesetzt werden. Der Apparat wird in folgen- 
der Weise in Betrieb gesetzt: Zunächst leitet man einen Wasserstrom durch 
die Wasserstrahlluftpumpe; das Luftsaugen erfolgt dabei durch das mittlere 
Rohr des Regulators. Nun öffnet man den Quetschhahn am hinteren Ende 
des Pettenkoferschen Rohres und schraubt dann den am vorderen Ende 
befindlichen Quetschhahn allmählich ab; mit Hilfe dieses Quetschhahns 
stellt man die erwünschte Gasstromgeschwindigkeit her. Nach einiger Zeit 
wird der Luftstrom eingestellt und das andere, neben dem ersten liegende 
Rohr in Betrieb gesetzt. Zu diesem Zwecke sperrt man erst den hinteren, 
dann den vorderen Quetschhahn des ersten Rohres und zieht den das 
Rohr mit dem Rezipienten verbindenden Gummischlauch vor der Ab- 
leitungsröhre des Rezipienten aus; letztere wird dann in den Gummischlauch 
des zweiten Pettenkoferschen Rohres eingeführt und das Rohr auf die oben 
beschriebene Weise in Betrieb gesetzt. Das ausgeschaltete Pettenkofersche 
Rohr ersetzt man durch ein anderes mit Barytwasser frisch gefülltes 
Rohr usw. Auf diese Weise kann unter beständigem Röhrenwechsel eine 
beliebig lange Zeit gearbeitet werden. Fig. 122 stellt den gesamten in Tätig- 
keit begriffenen Pettenkoferschen Apparat dar. Die ausgeschalteten Petten- 
koferschen Röhren entleert man nach Umschütteln ohne Luftzutritt in die 
150 cm® fassenden Flaschen mit eingeschliffenen und mit Vaseline be- 
schmierten Stöpseln. Die Flaschen werden bis zum nächsten Tage in 
aller Ruhe belassen, damit sich der Niederschlag vollkommen absetzt. 
Die Titration führt man mittelst Oxalsäure aus und benutzt als Indikator 
Phenolphtalein in alkoholischer Lösung. Dem Vorschlag Pettenkofers gemäß 
nimmt man 2'8636 y reine umkristallisierte Oxalsäure auf 12 Wasser. Ein 
Kubikzentimeter dieser Lösung entspricht einem Milligramm Kohlensäure. 
Für die Titration mißt man 25 cm3 vollkommen blank gewordener Baryt- 
wasserlösung mit einer Pipette ab. Nachdem man die Menge des mit Oxal- 
säure verbundenen Baryts in Kubikzentimetern ermittelt hat, multipliziert 
man die erhaltene Zahl mit 4; diese Date drückt die Menge der während 
der Versuchszeit gebildeten CO? aus. Müssen mehrere Titrationen ausge- 
führt werden, so bedient man sich mit Vorteil der von N. Maximow er- 
sonnenen, automatisch zu füllenden Pipette (Fig. 124). Man füllt eine drei- 
halsige 2—3 7 fassende und unten mit einem Seitenrohr versetzte Flasche 
mit verdünnter Natronlauge. Eine der oberen Öffnungen verbindet man 
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durch einen mit Quetschhahn versetzten Gummischlauch mit der Pipette, 
in die andere führt man ein mit Glashahn versetztes Glasrohr. in die 
dritte aber einen zum Eingießen der Lösung dienenden und ebenfalls mit 
(lashahn versetzten Trichter ein. Durch die untere Öffnung fließt die 
Lösung heraus. Bei dem Öffnen der unteren Öffnung wird infolge der ein- 
getretenen Luftverdünnung das Barytwasser in die Pipette aufgesogen. Man 
schließt dann die untere Öffnung und öffnet eine der beiden oberen. wo- 
durch das Barytwasser aus der Pipette in das Titrationszläschen getrieben 
wird. Die in der Flasche und der Pipette enthaltene Luft ist infolge der 
Anwesenheit der Kalilauge vollkommen kohlensäurefrei. 

Einen sehr komplizierten nach dem Prinzip der Pettenkoferschen 
Röhren konstruierten Apparat hat Blackmann!) erdacht. Sein Hauptzweck 
bestand darin, das Eingießen und die Titration 
des Barytwassers bei CO2-Abschluß auszuführen. 
In den weitaus meisten Fällen ist aber die ge- 
nannte Vorsichtsmaßregel als überflüssig an- 
zusehen. 


Fig. 124. Fig. 125. 


Die zur Aufnahme der Pflanzen bestimmten Rezipienten haben, je 
nach den Eigenschaften der zu untersuchenden Objekte, verschiedene Form 
und Größe. Von Wichtigkeit ist es, daß der Rezipient zum größten Teil 
mit Pflanzen gefüllt ist; die Anwendung großer Rezipienten für geringe 
Pflanzenmengen kann Versuchsfehler bewirken. Für keimende Samen sind 
U-Röhren resp. Chlorcaleiumzylinder sehr geeignet. Für große Pflanzen 
bedient man sich der Glasglocken; in die oberen Öffnungen dieser Glocken 
führt man zwei Glasröhren ein, deren eine am Boden der Glocke endet: 
die Glocken paßt man den abgeschliffenen Glasplatten luftdicht auf. Hat 


') Frost Blackmann, Experimental Researches on Vegetable Assimilation and 
Respiration. Nr. I. Philosophical Transactions. p- 485 (1895). 
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man die Atmung der Ober- und der Unterseite eines Blattes zu studieren, 
so bedient man sich des Apparates von F. Blackmann.‘) Als Atmungs- 
kammern dienen zwei Messingringe, denen an der einen Seite Glasplatten 
angeklebt, an der anderen Seite aber je zwei Kupferröhren aufgepaßt 
sind. Eine jede Kammer ist 5mm tief; der Durchmesser der Kammern 
beträgt 36 mm. Zwischen den Kammern wird das-zu untersuchende Blatt 
eingeklemmt und mit Wachs befestigt. Die Luft dringt durch das eine 
Rohr ein und entweicht durch das andere Rohr. Für schmale Blätter 
werden längliche Kammern angefertigt (Fig. 129). 

Bei der Untersuchung der Atmung der Schimmelpilze wendete Purie- 
witsch?) umgekehrt gestellte Erlenmeyersche Kolben an (Fig. 126). Durch 
das Rohr ce wurde eine solche Menge der mit Pilzsporen geimpften Nähr- 
flüssigkeit eingegossen, daß die Luftschicht zwischen der Oberfläche ee der 
Flüssigkeit und dem Boden des Kolbens nur 1—1'’5cm hoch war. Die 


Fig. 127. 


Fig. 126. 


Pilzdecke entwickelte sich an der Oberfläche der Flüssigkeit. Durch 
Öffnen des Quetschhahns gießt man die Nährlösung bequem heraus, 
alsdann kann man eine frische Lösung, wenn nötig, anderer Zusammen- 
setzung, dem Pilze zur Verfügung stellen. Bei dem Ausgießen der Flüssig- 
keit tritt keine Änderung in der Lage der Pilzdecke ein; nur der mittlere 
Teil sinkt etwas herunter. Bei der Bestimmung der vom Preßsaft von 
Agaricus campestris gebildeten Kohlensäure bediente sich Kostytschew °) 
der ebenfalls umgekehrt gestellten zylindrisch-konischen Kolben (Fig. 127). 
Verfügt man über geringe Flüssigkeitsmengen, so wendet man den Chu- 


!) Frost Blackmann, Experimental Researches on Vegetable Assimilation and 
Respiration. Nr. II. Philosophical Transactions. p. 503 (1895). 

?) K. Puriewitsch, Über die Atmung der Schimmelpilze auf verschiedenen Nähr- 
lösungen. Berichte botan. Gesellsch. Bd. 16. S. 290 (1898). 

3) S. Kostytschew, Zweite Mitteilung über anaerobe Atmung ohne Alkoholbildung. 
Berichte botan. Gesellsch. Bd. 26a. S. 167 (1908). 
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diakowschen Apparat an!) (Fig. 128). Bei seinen Untersuchungen über die 
Atmung der Alge Chlorothecium saccarophilum stellte Palladin ®) 
Rollkulturen auf Gelatine her. Zu diesem Zwecke eignen sich vorzüglich 
Glasceylinder mit engerem Halse, die man durch die mit je zwei recht- 
winklig gebogenen Röhren versetzten Stopfen verschließt; in den oberen 
Teil der Zylinder legt man etwas Watte. In obigen Versuchen wurden 
350650 cm fassende Zylinder oder 570 cm? fassende Reagenzgläser an- 
gewendet. Die Wandungen der Versuchsgefäße bestrich man mit einer 
dünnen Schicht der mit 12°/,iger Gelatine versetzten Nährlösung. Nach 
dem Erstarren des Substrates 
gob man eine Reinkultur der 
Alge hinein und verteilte sie 
durch Drehen an den Wan- 
dungen der (Grefäße (Fig. 129; 
al — Algenschicht). 

In letzter Zeit versucht 
man auch Samenpflanzen 
unter sterilen Verhältnissen 
zu erziehen. Für die Unter- 
suchung der Atmung der auf 
verschiedenen Nährlösungen 
unter verschiedenen Verhält- 
nissen keimenden Samen hat 
Polowzow ®) folgenden Appa- 
rat ausgearbeitet (Fig. 130,7). 
Für die im Anfang'sstadium 
der Keimung begriffenen 
Samen dient ein wagerechtes, 
etwa 250 cm> fassendes, beider- 
seits, zugeschmolzenes (las- 
rohr A als Rezipient. Die ein- — 
geschmolzenen und mit. den Fig. 128. 
mit Watte gefüllten Kugeln 
versetzten Röhrchen a und 5b ermöglichen eine Luftdurchleitung. Die 
Samen bringt man durch das mit einem Kautschukstopfen verschlossene 
weite Rohr e hinein. Zum bequemeren Einsetzen und Herausziehen des 
Stopfens dient der (Glasstab ©. Durch ce wird die zum Auswaschen der 
Samen bestimmte Flüssigkeit eingegossen, die alsdann durch das Röhrchen 
d entfernt wird. Der mit dem Apparat durch einen diekwandigen Gummi- 


Fig. 129. 


!) N. v. Chudiakow, Untersuchungen über die alkoholische Gärung. Landwirtsch 
Jhb. Bd. 23. S. 391 (1894). 

®) W. Palladin, Über normale und intramolekulare Atmung der einzelligen Alge 
Chlorotheeium saccharophilum. Zentralbl. f. Bakt. Bd. 11. Abt. II. S. 146 (1903). 

3) W. Polowzow, Untersuchungen über die Pflanzenatmung. M&moires de l’Acad. 
des sciences de St. Petersbourg. VIII. serie. T. 12. Nr. 7 (1901). 
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schlauch verbundene Kolben B enthält die zur Ernährung der Samen 
bestimmte Flüssigkeit. Den Apparat samt dem mit ihm verbundenen Kolben 
sterilisiert man im Autoklaven. Die zu der Kultur ausgelesenen Samen 
behandelt man unter beständigem Umrühren in einem verschlossenen 
Reagenzglas im Verlauf von 10—15 Minuten mit einer 01P/,igen Brom- 
lösung und schüttet dann die Samen samt der Bromlösung in den Apparat. 
Die Bromlösung verbleibt im Apparate noch etwa 10 Minuten und wird 
schließlich durch das Rohr d entfernt. Zuletzt wäscht man die Samen 
dreimal mit der Flüssigkeit des Kolbens B aus. Ist eine Untersuchung 
der späteren Keimungsstadien erforderlich, so bedient man sich eines 
senkrecht aufgestellten Apparates (Fig. 130, //). 

Um einem Verwelken der zu untersuchenden Pflanzen vorzubeugen, 
schaltet man zwischen dem Natronkalkzylinder und dem mit Pflanzen ver- 


Fig. 130. 


setzten Rezipienten ein mit Wasser oder mit den mit Wasser getränkten 
Bimssteinstücken gefülltes Gefäß ein. 

Die Bestimmungen der Kohlensäure in Pettenkoferschen Röhren liefern 
sehr genaue Resultate. Die Versuchsfehler beschränken sich in der Regel 
auf höchstens ein Milligramm. 

Pettenkofersche Röhren können durch Kaliapparate ersetzt werden. 
Die Anwendung der Kaliapparate ist in denjenigen Fällen besonders zu 
empfehlen, wo große Kohlensäuremengen gebildet werden und wo ein rascher 
Wechsel der Absorptionsgefäße den Versuchszwecken gemäß nicht geboten 
ist. Man wendet am besten @Geisslersche Kaliapparate mit eingeschliffenem 
Chlorcaleiumrohr an, die bei den organischen Elementaranalysen gebräuchlich 
sind. Die Kugeln des Kaliapparates füllt man etwa zu zwei Dritteln mit 
40—45°/,iger Kalilauge. Bei Anwendung von konzentrierteren Kalilösungen 
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tritt häufig Verstopfung der Röhren ein infolge Ausscheidung des kristal- 
linischen Kalihydrats. Das Chlorcaleiumrohr beschickt man mit festem 
Kaliumhydroxyd, und zwar in der Weise, daß man die hintere Hälfte der 
kugelförmigen Erweiterung des Rohres mit gepulvertem, den vorderen Teil 
der Erweiterung und das Rohr selbst mit grob zerkleinertem Kalium- 
hydroxyd füllt. Die beiden Enden des Rohres verschließt man mit etwas 
Watte. 

Bei dem Reinigen des Rohres ist das etwa zusammengeschmolzene 
Kaliumhydroxyd durch Auswaschen, nicht aber durch Reiben mit einem 
Glasstabe u. del. zu entfernen; im letzteren Falle kann das Rohr leicht 
einen Riß bekommen. 

Die auf die beschriebene Weise gefüllten Kaliapparate ermöglichen 
eine vollkommene Kohiensäureabsorption auch in dem Falle, wenn man 
einen lebhaften Strom von reiner Kohlensäure hindurchleitet. Das den 
Kaliapparat passierende (ras muß vollkommen trocken sein; um dies zu 
erreichen, schaltet man vor dem Kaliapparat eine -mit konzentrierter 
Schwefelsäure gefüllte Waschflasche ein. Diese einfache Vorsichtsmaßregel 
ist vollkommen genügend, indes ist ein vollkommenes Trocknen: des 
Gases bei lebhafter Durchleitung nicht zu erzielen, wenn man anstatt 
Schwefelsäure Chlorcaleium benutzt; in kurzdauernden Versuchen kommt 
allerdings der dadurch entstehende Fehler kaum in Betracht. Ist eine sehr 
eroße Geschwindigkeit des Gasstromes geboten, so läßt man das Gas zu- 
nächst einen Chlorcaleiumzylinder, dann eine H,SO,-Waschflasche passieren; 
der Chlorcaleiumzylinder muß aber vor der erstmaligen Benutzung mindestens 
2 Stunden in einem Strome von reiner Kohlensäure belassen werden, 
um die etwa vorhandenen basischen Chloride zu neutralisieren. Zuletzt 
verdrängt man Kohlensäur> durch Luft; dann ist der Zylinder zum Ge- 
brauche fertig. Hinter dem Kaliapparate schaltet man ebenfalls eine mit 
konzentrierter Schwefelsäure beschickte Waschflasche; dann folgt der mit 
der Wasserstrahlpumpe verbundene Quecksilberregulator des Gasstromes 
(Fig. 123). Sämtliche Bestandteile des Apparates verbindet man durch 
Gummischläuche; vor und nach dem Kaliapparate bringt man je einen 
Schraubenquetschhahn an. Den Gasstrom reguliert man mit Hilfe des 
hinter dem Kaliapparate befindlichen Quetschhahns; bei dem Wechsel der 
Kaliapparate schließt man beide Quetschhähne, schaltet den Kaliapparat 
aus und ersetzt ihn durch einen anderen, der mit frischer Kalilauge be- 
schickt und gewogen ist. Nun öffnet man den vor dem Kaliapparate an- 
gebrachten Quetschhahn und stellt mit Hilfe des anderen Quetschhahnes 
die erwünschte Gasstromgeschwindigkeit her. Bei dem Wechsel der Kali- 
apparate ist es nicht nötig, die Pumpe außer Tätigkeit zu setzen, denn, 
während beide Quetschhähne geschlossen bleiben, erfolgt das Luftsaugen 
durch das mittlere Rohr des Regulators. Beim Einschalten des ersten 
Kaliapparates verfährt man in ganz analoger Weise, denn zunächst leitet 
man einen Gasstrom ohne Kohlensäureabsorption, wobei man die Gummi- 
 schläuche der beiden H?SO+-Flaschen durch ein Glasrohr verbindet. In betreff 
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der allgemeinen Handhabung und Wägung der Kaliapparate muß auf die 
Lehrbücher der analytischen Chemie verwiesen werden; beim Durchleiten 
des Wasserstoffs muß ein jeder Kaliapparat vor der Wägung etwa 
15 Minuten lang in einem Strome der kohlensäurefreien trockenen Luft 
belassen werden, um den Wasserstoff aus dem Apparate zu verdrängen. 

Was nun die Fehlerquellen dieser Methode anbelangt, so muß nur 
auf die Möglichkeit einer Wasserverdunstung aus dem Apparate hinge- 
wiesen werden. Ist aber das Chlorealeiumrohr in der vorstehend beschriebenen 
Weise gefüllt, so kann ein nennenswerter Wasserverlust nur bei dauernder 
und ausnahmsweise lebhafter Gasdurchleitung stattfinden: in diesem Falle 
ist es geboten, hinter dem Kaliapparate ein wägbares H, SO*+-Waschfläschehen 
einzuschalten. A. Richter beschickt das Chlorcaleiumrohr der Kaliapparate 
mit dem mit konzentrierter Schwefelsäure getränkten Asbest. Bei An- 
wendung der auf diese Weise gefüllten Kaliapparate ist ein Wasserverlust 
vollkommen ausgeschlossen. 

Die Resultate der Kohlensäurebestimmungen im Geissierschen Apparate 
fallen höchst genau aus: bei sorgfältiger Arbeit kann man sogar Bruchteile 
eines Millieramms bestimmen. 

Ist die Kohlensäureproduktion der Pflanzen sehr ausgiebig, so kann 
man die Menge der abgeschiedenen Kohlensäure aus dem Gewichtsverluste 
des Rezipienten ermitteln. Auf diese Weise bestimmte E. Buchner!) die 
Gärkraft des Hefeprelisaftes. 


ll. Bestimmung des von den Pflanzen absorbierten Sauerstoffes. 


Für die Bestimmung des absorbierten Sauerstoffes kann man den 
Apparat von Wolkof und Mayer?) benutzen; doch ist für diesen Zweck 
der einfachere Apparat von Godlewski®) besser geeignet: derselbe ermög- 
licht zugleich Bestimmungen der ausgeschiedenen Kohlensäure auszuführen. 
„Es ist ein einfacher Kolben aus diekem Glas A, dessen Volumen (welches 
ungefähr 400 cm? beträgt) bis zu einem Striche «, welchen er an seinem 
Halse trägt, genau mittelst einer Bürette bestimmt ist (Fig. 131). In diesem 
Kolben werden die zum Versuche bestimmten Samen oder andere Pflanzen- 
teile auf nasses Fließpapier oder auf befeuchtete Baumwolle gebracht. Der 
Kolben wird mit einem gut schließenden, doppelt durchbohrten Kork ge- 
schlossen. Im Kork stecken zwei Röhren: die eine 5 ist an der äußeren 
Spitze ausgezogen und zugeschmolzen, sie bleibt während der ganzen Ver- 
suchszeit geschlossen; die andere e ist zweimal unter rechtem Winkel ge- 
bogen und in Quecksilber, welches in dem Gefäße » enthalten ist, einge- 


') E. Buchner, H. Buchner und M. Hahn, Die Zymasegärung. München und Berlin. 
1903. S. 180. 

°) A.v. Wolkoff und Adolf Mayer, Beiträge zur Lehre über die Atmung der 
Pflanzen. Landw. Jahrb. Bd. 3. S. 481 (1874). 

°) E. Godlewski, Beiträge zur Kenntnis der Pflanzenatmung. Pringsheims Jahrb. 
f. wissensch. Botanik. Bd. 13. 8.491 (1882). 
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taucht. Der äußere Schenkel dieser Röhre ist kalibriert und mit einer 
Millimeterskala versehen. An dem Häkchen an der Röhre Öb hängt ein kleines 
Gefäß g mit abgewogener Menge konzentrierter Kalilauge. 

Für das Gelingen des Versuches ist ein völlig sicherer, luftdichter 
Verschluß des Apparates erforderlich; um diesen zu erreichen, verführt man 
folgenderweise: Man verwendet einen guten, aber nur etwa 13—15 mm 
hohen Kork, welchen man bis zu dem Striche a in den Hals des Kolbens 
hineinpreßt, so dal der Hals des Kolbens noch etwa 10 mm hoch über die 
Oberfläche des Korkes hinausragt. In diesen Raum des Halses gießt man 
auf den Kork eine 6—8 mm hohe Schicht Quecksilber, darauf noch etwas 
Wasser und nun braucht man nicht mehr zu 
fürchten, dal) die äußere Luft in den Apparat 
bei negativem Drucke hineindringen könnte. Um 
das richtige Volumen der Luft, in welcher die 
Samen eingesperrt sind, zu erhalten, muß man 
zu dem Volumen des Kolbens A den Inhalt der 
Röhre 5 bis zum Striche a und der Röhre e bis 
zum Quecksilberniveau !) addieren, dagegen das 
Volumen sämtlicher Gegenstände, welche in dem 
Apparate enthalten sind, von demselben abziehen. 
Das so korrigierte Luftvolumen wird dann nach 
der bekannten Formel 
lgev=1gv‘ + 1g(b—-b’—b“) —Ig(1 + 000366 t) 
auf 1m Druck 0° Temperatur und Trockensub- 
stanz reduziert. 

Bevor man nach der Zusammenstellung 
des Apparates zur Volumenablesung tritt, muß 
man etwa !/, Stunde abwarten, damit sich die 
Temperatur des Apparates mit der der um- 
gebenden Luft ausgleichen konnte. 

Sobald die Samen den Sauerstoff einzu- 
atmen und die Kohlensäure auszuatmen beginnen, Fig. 131. 
wird die letztere durch die Kalilauge absorbiert. 

Das Volumen der Luft im Apparat wird infolgedessen vermindert und das 
Quecksilber fängt an, in der Röhre e zu steigen. Von Zeit zu Zeit kann 
man die Höhe des Quecksilberniveaus in der Röhre e ablesen ?) und da- 
nach die Volumverminderung der Luft in dem Apparate berechnen. Diese 
Volumenverminderung gibt uns direkt das Volumen des eingeatmeten 
Sauerstoffes. 


!) Eine genaue Ablesung des Quecksilberniveaus in der Röhre e ist nur dann 
möglich, wenn dieselbe höher als das Quecksilberniveau im Gefäße » liegt. Das ist nun 
leicht dadurch zu erreichen, daß man den Kolben A, bevor man die Röhre e in Queck- 
silber taucht, etwas mit der Hand erwärmt. 

?) Selbstverständlich wird gleichzeitig die Temperatur und der Barometerstand 
abgelesen. 


490 W. Palladin und S. Kostytschew. 


Was nun die ausgeschiedene Kohlensäure anbetrifft, so ist zu be- 
merken, daß die ganze Menge derselben, von der Kalilauge absorbiert, in 
dem Gefäße g als kohlensaures Kali enthalten ist und also in dieser auch 
bestimmt werden kann. Um diese Bestimmung auszuführen, bricht man die 
ausgezogene Spitze der Röhre 5b ab, öffnet den Apparat, gießt die Kali- 
lauge aus dem Gefäßchen g in ein kleines Kölbcehen aus, verdünnt das- 
selbe mit Wasser und fällt die Kohlensäure mittelst Ba Cl,. Der Nieder- 
schlag wird auf dem Filter gesammelt, gewaschen, getrocknet, geglüht und 
gewogen. Zum Waschen des Niederschlages benutzte Godlewski entweder 
ammoniakalisches Wasser, welches vollständig frei von kohlensaurem Am- 
moniak war, oder zunächst ein mit BaCO, gesättigtes und zuletzt reines 
Wasser. Aus dem Gewicht des kohlensauren Baryt berechnet man die 
Menge der Kohlensäure, welche man dann auf das Volumen bei 0° und 
1 mm Quecksilberdruck umrechnet. 

Es ist einleuchtend, daß man bei dieser Bestimmung noch eine Be- 
richtigung einfügen muß. Das käufliche Kalihydrat, von welchem man die 
Kalilauge bereitet, so rein es auch sein mag, ist nie von einer gewissen 
Menge von kohlensaurem Kali frei. Die Kohlensäure dieser Verunreinigung 
wird durch BaCl, mitgefällt, wodurch also die Menge des niedergeschla- 
genen BaCO, bedeutend vermehrt wird. Es ist also unerläßlich, vorerst in 
einer besonderen Probe die Menge dieser Verunreinigung zu bestimmen 
und danach bei dem Versuch die entsprechende Korrektion durchzuführen. 
Zu diesem Zwecke ist eben erforderlich, die zur Absorption der Kohlen- 
säure bestimmte Kalilauge vor dem Versuche abzuwiegen. 

Will man sich mit einer emzigen Bestimmung des aufgenommenen 
Sauerstoffes und der ausgeschiedenen Kohlensäure nicht befriedigen, aber 
noch weiter experimentieren, so setzt man nun an die Stelle des heraus- 
genommenen Gefäßchens mit Kalilauge sofort ein anderes, schließt wieder 
den Apparat und beginnt das Experiment aufs neue.“ 


Ill. Gasometrische Methoden zur gleichzeitigen Bestimmung der 
abgeschiedenen Kohlensäure und des absorbierten Sauerstoffes. 


Der Apparat von Godlewski ermöglicht zwar eine gleichzeitige Be- 
stimmung des absorbierten Sauerstoffes und der ausgeschiedenen Kohlen- 
säure, doch sind für derartige Untersuchungen andere, nachstehend be- 
schriebene Apparate empfehlenswerter, da sie bedeutend genauere Resultate 
liefern. Der genaueste von all diesen Apparaten ist derjenige von Polowzow- 
Richter (Fig. 132).!) 


) W. Polowzow, Untersuchungen über die Pflanzenatmung. M&moires de l’Acad. 
imperiale des sciences de St. P&tersbourg. VIII ser. T.12. Nr. 7. p.21 (russisch). — 
A. Richter, Zur Technik der Gasanalysen. Travaux de la societe imperiale des natura- 
listes de St. Petersbourg. T.33. p. 311 (1902—1903) (russisch). Der Apparat ist für einen 
Preis von 55—65 Mk. zu beziehen von F. Müller in St. Petersburg, Stolarny pereulok 9, 
oder von F. Kühn in St. Petersburg, Kazanskaia 5. 
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Der wichtigste Teil des Apparates ist das Meßrohr A A’ 4 4. Der 


kalibrierte Teil des Rohres befindet sich in einem mit Wasser gefüllten 
Glaszylinder B, das äußere Ende 4A‘ in der Quecksilberwanne €. In die 
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Fig. 132. 


Wanne © sind auch die Enden der Gaspipetten D und E eingeführt. Das 
andere Ende des Meßrohres ist mit Hilfe eines dieckwandigen Gummi- 
schlauches mit der Birne H verbunden, welche mit Quecksilber gefüllt ist. 
Mit Hilfe dieser Birne und des Glashahnes «a kann man das (Quecksilber- 
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niveau im Meßrohr auf beliebiger Höhe einstellen. Für feinere Verschiebungen 
des @Quecksilberniveaus dient die in einem Ansatzrohr in Quecksilber ver- 
senkte Stahlschraube e.!) 

Die Quecksilberwanne € und die beiden Gaspipetten D und E sind 
durch diekwandige Gummischläuche und ein T-Rohr mit der Birne @ ver- 
bunden. Wenn man die beiden Glashähne » und p schließt und den Quetsch- 
hahn M öffnet, so kann man die Wanne © mit Hilfe der Birne entleeren 
oder mit Quecksilber füllen. Wenn man den (Quetschhahn M schließt und 
einen der beiden Glashähne » und p öffnet, so kann man durch die ent- 
sprechende Gaspipette Quecksilber in beliebiger Richtung (je nach der 
Lage der Birne @) fließen lassen. Für feinere Verschiebungen der Queck- 
silbersäule im oberen Rohr der Pipette D dient die Stahlschraube f. Die 
Pipette D ist für Kalilauge bestimmt: die Pipette #£ ist eine Explosions- 
pipette: Im oberen Teil der Kugel sind Platindrähte eingeschmolzen, die 
an ihren Enden 1—2 mm voneinander abstehen; außerhalb der Kugel sind 
die Platindrähte mit den Poldrähten eines Ruhmkorffschen Funkeninduk- 
tors ın Verbindung gebracht; letzterer ist seinerseits einem Zink-Kohle- 
element angeschlossen. Das Element füllt man mit einer Chromsäurelösung, 
welche aus 92 9 doppeltehromsaurem Kali, 93°5 em konzentrierter Schwefel- 
säure und 900 cm® Wasser bereitet wird. 

Das Ablesen am Meßrohr führt man mit Hilfe eines horizontalen 
Ablesemikroskops aus, das auf Stellschrauben fußt und durch Auszug und 
Zahntrieb in einer Höhe von 40-50 cm verstellbar ist.?) Die genaue Ein- 
stellung auf das Objekt ist durch Zahn- und Triebwerk ermöglicht. Man 
stellt das Instrument so ein, daß) eine jede Millimeterteilung des Meßrohres 
durch das in der Okularblende des Mikroskops befindliche Mikrometer in 
20 Teile geteilt wird. Für die Analyse sind schließlich kleine Eprouvetten 
mit eingeschmolzenem Glashalter (Fig. 132 R) notwendig. Die Länge der 
Eprouvetten beträgt etwa 6—7 cm. 

Mit Hilfe der beiden Birnen @ und H füllt man das Meßrohr, die 
beiden Gaspipetten D und # und die Wanne © ‘mit reinem, trockenem 
(uecksilber. Nach dem Füllen der Gaspipetten und der Wanne © bis zum 
Strich /m müssen nur 2—3 cm® Quecksilber in der Birne @ bleiben. Den 
Glaszylinder B füllt man mit destilliertem Wasser und deekt ihn mit einer 
Glasplatte, um das Trübwerden des Wassers möglichst lang zu verhindern. 
Von Zeit zu Zeit wird das Wasser abgehebert und durch frisches ersetzt. 
Die Kugel der Gaspipette D füllt man zu einem Drittel mit verdünnter 
Kalilauge. Am besten wendet man 7°/,ige Kalilösung an, da dieselbe die 


‘) Das neueste Modell weicht von dem hier abgebildeten in folgenden Beziehungen 
ab: erstens ist der nicht graduierte Teil des Meßrohres 0° O A“ A“ ein enges Kapillar- 
rohr; hierdurch wird eine bequemere und genauere Einstellung des Quecksilberniveaus 
auf dem Strich O erzielt; zweitens sind die Platindrähte innerhalb der Kugel E nicht 
abwärts, sondern aufwärts gerichtet, was ein Verpuffen minimaler Gasmengen ermöglicht. ° 

?) Modell von Leitz, Nr. 36 (nach Katalog Nr. 41). Da der graduierte Teil des 
Meßrohres nur etwa 17—18 cm lang ist, so können auch die in geringerer Höhe ver- 
stellbaren Kathetometer angewendet werden. 
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Tension des Wasserdampfes nicht verändert; das zu analysierende Gas 
braucht man also in diesem Falle nach der Absorption der Kohlensäure 
nicht wieder anzufeuchten. Will man konzentriertere (30--40°/,ige) Kali- 
lösungen anwenden, so muß) das Gas nach erfolgter Kohlensäureabsorption 
vor der Messung in die Pipette # überführt werden, wo es durch das den 
Wänden der Pipette anhaftende Wasser wieder angefeuchtet wird. Das 
Füllen der Absorptionspipette mit Kalilauge wird folgendermaßen ausge- 
führt: Man beschickt eine Eprouvette mit etwa 3—4 cm® Kalilauge und 
sperrt die Lauge mit Quecksilber; die Eprouvette überträgt man mit Hilfe 
eines eisernen Löffels in die Quecksilberwanne € und setzt sie unter dem 
Quecksilber auf das obere Rohr der Absorptionspipette so tief auf, daß das 
Ende der Pipette in Kalilauge taucht. Jetzt saugt man mit Hilfe der Birne 
@G eine entsprechende Menge der Kalilösung in die Pipette ein, wonach man 
durch Aufheben der Eprouvette das obere Ende der Pipette in Quecksilber 
versenkt; dann saugt man eine Zeitlang Quecksilber in die Pipette ein, 
um die den Wandungen des oberen Rohres anhaftende Lauge zu entfernen. 
Nach dem Füllen der Pipette ist also die in der Kugel enthaltene Kali- 
lauge durch das im oberen Rohr befindliche Quecksilber gesperrt. Da die 
Bestimmung des Sauerstoffes im Apparate von Polowzow-Richter durch 
Verbrennung erfolgt, so sind für die Analyse Wasserstoff und Knallgas 
erforderlich. Diese Gase bereitet man sich nach Bunsens ') ausführlichen 
Angaben durch Elektrolyse; die genannten Gase müssen in den mit Queck- 
silber gesperrten Eprouvetten aufbewahrt werden. 

Vor dem Gebrauche muß der Apparat sorgfältig kalibriert werden. 
Der linke Schenkel des im Glaszylinder B befindlichen Teiles des Meß- 
rohres ist in Millimeter geteilt; am rechten engeren Schenkel des Rohres 
ist aber nur ein Strich O auf dem Niveau des Striches /m der Queck- 
silberwanne aufgetragen. Bei der Analyse stellt man die Kuppe des Queck- 
silbermeniskus im rechten Schenkel des Rohres genau auf den Strich © 
ein; die Messung des Gases findet also bei atmosphärischem Druck statt. 
Das Volumen des inneren Raumes des Rohres zwischen O und O' ist un- 
bekannt und muß beim Kalibrieren ermittelt werden. Das Kalibrieren wird 
auf folgende Weise ausgeführt: Man sperrt in einer Eprouvette ein paar 
Kubikzentimeter Luft mit Quecksilber, überträgt die Eprouvette in die 
Wanne (©, setzt sie unter dem Quecksilber auf das Ende des Meßrohres 
auf und saugt mit Hilfe der Birne H und des Hahnes a zuerst etwas Luft, 
dann eine geringe Menge (Quecksilber, schließlich wieder Luft in das Meß- 
rohr ein; dieses Verfahren ist dem oben beschriebenen Füllen der Absorp- 
tionspipette analog. Das Volum des eingeführten Quecksilbers muß kaum 
größer oder am besten ebenso groß sein als der Raum zwischen O und 0%; 
hat man zu viel Quecksilber eingesogen, so entfernt man den Überschuß 
mit Hilfe der Schraube e. Die eingeführte Quecksilbersäule stellt man so 
ein, daß die Kuppe des unteren Meniskus mit dem Striche O zusammen- 


!) Bunsen, Gasometrische Methoden. 2. Aufl. S. 76 und 80. Braunschweig 1877. 
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trifft und notiert dann mit Hilfe des Ablesemikroskops die Lage des 
höchsten Punktes des anderen Meniskus im linken Schenkel des Rohres; 
alsdann verschiebt man die Quecksilbersäule so, dal) der hintere Meniskus 
die Lage des vorderen einnimmt und notiert die neue Lage des vorderen. 
Auf dieselbe Weise weiter verfahrend mißt man das ganze graduierte Rohr 
mit derselben Quecksilbersäule und kann nun eine Tabelle der Korrektionen 
abfassen. Das Berechnen der Korrektionen wird nach Bunsens‘) genauen 
Angaben ausgeführt. Zu all den erhaltenen Daten muß die für den Raum 
zwischen O und O0‘ ermittelte Zahl addiert werden. 

Die Gasanalyse selbst wird auf folgende Weise ausgeführt: Das zu 
analysierende Gas muß) in einer Eprouvette mit Quecksilber gesperrt sein. 
Die Eprouvette überträgt man in die Wanne (, setzt sie unter dem Queck- 
silber auf das Ende des Meßrohres auf, saugt eine entsprechende Gasmenge 
in das Meßrohr ein und sperrt sie durch Aufheben der Eprouvette mit 
Quecksilber. Alsdann entfernt man aus der Wanne die den Überschuß des 
Gases enthaltende Eprouvette und ersetzt sie durch eine andere, die mit 
reinem, trockenem Quecksilber vollständig gefüllt ist; diese Eprouvette läßt. 
man im Quecksilber schwimmen, indem man den Glashalter an den Haken h 
anlehnt. Nun stellt man das Quecksilberniveau in der Wanne © genau auf 
den Strich /m ein; den Quecksilbermeniskus im rechten engeren Schenkel 
des Meßrohres stellt man mit Hilfe der Schraube e und einer Lupe auf 
den Strich O ein, notiert sodann mit Hilfe des Ablesemikroskops die Lage 
des höchsten Punktes des Quecksilbermeniskus im linken Schenkel des 
Meßrohres und berechnet nach der Korrektionstabelle das korrigierte Gas- 
volumen. Jetzt überführt man das Gas aus dem Meßrohr in die mit Queck- 
silber gefüllte Eprouvette, die man hierbei unter dem Quecksilber auf das 
Ende des Meßrohres so tief aufsetzt, daß das Ende des Rohres die Wöl- 
bung der Eprouvette berührt. Die Eprouvette überträgt man alsdann unter 
dem Quecksilber auf das Ende der Absorptionspipette D und saugt das 
Gas mit Hilfe der Birne @ und des Hahnes » in die Pipette ein. Bei An- 
wendung einer verdünnten Kalilösung muß das Gas etwa 10 Minuten in 
der Pipette bleiben; während dieser Zeit läßt man durch Senken der Birne 
@ und eine entsprechende Drehung des Hahnes » Quecksilber aus der 
Wanne in die Pipette tropfenweise fließen. Nach Ablauf von 10 Minuten 
treibt man das Gas aus der Pipette in die auf das obere Rohr aufgesetzte 
Eprouvette zurück; der größte Teil des Gases wird mit Hilfe der Birne @ 
ausgetrieben; zuletzt schließt man den Hahn und entfernt den Rest des 
Gases mit Hilfe der Schraube /, wobei man freilich das Quecksilberniveau 
in der Wanne C so niedrig einstellt, daß man das Ende des oberen Rohres 
mit der darauf aufgesetzten Eprouvette sehen kann. Bei dem Verdrängen 
des Gases aus der Absorptionspipette hat man dafür zu sorgen, daß keine 
Spur der Lauge in die Eprouvette eindringt: ist es aber einmal geschehen, 
so überführt man das Gas in die Pipette und ersetzt die verunreinigte 


!) Bunsen, Gasometrische Methoden. 2. Aufl. S. 34 und 35. Braunschweig 1877. 
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Eprouvette durch eine andere, die mit reinem (uecksilber gefüllt ist; bei 
Nichtbeachtung dieser Vorsichtsmaßregel kann die Lauge leicht in das 
Meßrohr eingeführt werden, wodurch bei den nachfolgenden Analysen be- 
trächtliche Fehler entstehen können. Nach der Absorption der Kohlensäure 
wird das Gas in das Meßrohr überführt und wiederum gemessen; die Diffe- 
renz der beiden Ablesungen ergibt die Menge der Kohlensäure, Jetzt treibt 
man das Gas in die Eprouvette zurück; in die Wanne C führt man die 
mit Wasserstoff gefüllte Eprouvette ein, setzt sie auf das Ende des Meß- 
rohres auf und saugt in das Meßrohr eine Menge des Wasserstoffes ein, 
die man nach dem mutmaßlichen Sauerstoffgehalt des zu analysierenden 
Gases annähernd berechnet. War die Menge der Kohlensäure geringer 
als 8°/,, so muß die aufgesogene Wasserstoffmenge etwa ?/, des ursprüng- 
lichen Volumens des zu analysierenden Gases betragen. Man ermittelt das 
Volumen des Wasserstoffes und überführt ihn alsdann in die das zu ana- 
Iysierende Gas enthaltende Eprouvette; der Inhalt der Eprouvette wird dann 
in die Explosionspipette eingesogen und verpufft. Die Explosion wird da- 
durch hervorgerufen, dal) man das Zink-Kohleelement für einen Augenblick 
in Betrieb setzt; hierbei senkt man die Birne @ möglichst tief und öffnet 
gleichzeitig den Hahn »p, wodurch ein (Quecksilberstrom von der Wanne © 
in die Pipette hergestellt wird. Nach der Verpuffung treibt man das Gas 
durch Heben der Birne @ in die Eprouvette zurück. Die Eprouvette über- 
trägt man auf das Ende des Meßrohres, saugt das Gas in das Meßrohr 
ein und ermittelt das Volumen des Gases. War «a das Volumen des zu 
analysierenden Gases nach erfolgter Kohlensäureabsorption, 5 das Volumen 
des Wasserstoffes und c das Volumen der Gasmischung nach der Explo- 
nenne - X, Die für Kohlen- 
säure und Sauerstoff ermittelten Daten überführt man in Prozentzahlen; 
den Stickstoff berechnet man aus der Differenz. Ist der Sauerstoffgehalt 
des zu analysierenden Gases sehr gering, so kann leicht vorkommen, 
daß beim Durchleiten des Funkens keine Explosion stattfindet. In diesem 
Falle fügt man etwas Knallgas hinzu und wiederholt die Verpuffung. Das 
Volumen des Knallgases muß etwa !/, des Volumens des zu analysierenden 
Gases betragen. 

Vorstehend wurde eine Analyse der aus Kohlensäure, Sauerstoff und 
Stickstoff bestehenden Gasmischung beschrieben. Es können jedoch im 
Apparate von Polowzow-Richter auch Bestimmungen von Wasserstoff, Kohlen- 
oxyd, Methan, Äthylen und anderer Gase ausgeführt werden. Eine Analyse 
der aus Kohlensäure, Wasserstoff, Sauerstoff und Stickstoff bestehenden 
Gasmischung wird auf folgende Weise ausgeführt. Zunächst bestimmt man 
die Kohlensäure, dann überführt man das Gas in die Explosionspipette 
und verpufft es, eventuell unter Zusatz von Knallgas. Das Volumen des Knall- 
gases muß etwa ein Drittel des Volumens des zu analysierenden (Gases 
betragen; bei einem Überschuß des Knallgases wird ein Teil des Stick- 
stoffes zu Stickoxyd oxydiert, was bedeutende Analysenfehler zur Folge 

Abderhalden, Handbuch der biochemischen Arbeitsmethoden. III. 32 


sion, so ist das Volumen des Sauerstoffes gleich 
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hat.') Hat nach der Explosion eine Volumverminderung stattgefunden, so 
setzt man dem analysierten Gase eine im Meßrohr genau abgemessene 
Menge der kohlensäurefreien Luft hinzu und wiederholt die Verpuffung 
mit Knalleas. Bleibt das Gesamtvolumen nach der zweiten Explosion un- 
verändert 2), so berechnet man das Volumen des Wasserstoffes auf folgende 
Weise: war a das’Volumen des zu analysierenden Gases nach der Kohlen- 
säureabsorption und b nach der Explosion, so ist das Volumen des Wasser- 
2 


En 


stoffes gleich (a—b). War das mit Sauerstoff verbrennliche Gas reiner 


*) 
.) 


Wasserstoff, so muß bei der Explosion keine Spur von Kohlensäure ge- 
bildet werden; davon vergewissert man sich durch die Behandlung des 
Gases in der Absorptionspipette mit Kalilauge. Für die Bestimmung des 
Sauerstoffs nimmt man besser eine andere Gasprobe und zieht bei Zu- 
lassung von Wasserstoff die in der zu analysierenden Gasmischung bereits 
vorhandene Wasserstoffmenge in Betracht. 

Betreffs der Ausführung der Analysen von Kohlenoxyd, Methan und 
Äthylen muß auf die Handbücher der Gasometrie, besonders auf Bunsens 
„Gasometrische Methoden“ ®) verwiesen werden. 

Die Genauigkeit der Bestimmungen im Apparate von Polowzow-Richter 
steht derjenigen der bewährten Methoden von Bunsen und Doyere*) kaum 
nach: bei sorgfältiger Ausführung fallen die Kohlensäurebestimmungen bis 
auf 0'15°/,, die Sauerstoffbestimmungen bis auf 0'1°/, genau aus. Für die 
Zuverlässigkeit der Analysen ist vor allem exaktes Kalibrieren des Meß- 
rohres von Belang. Eine zweite notwendige Bedingung ist die Reinheit des 
Meßrohres und des Quecksilbers 5): Die Quecksilbersäule muß im Meßrohr 
leicht beweglich sein und an den Wandungen des Rohres nicht kleben 
bleiben. Sobald man bemerkt, daß die Bewegung des Quecksilbers im Meßrohr 
nicht gleichmäßig ist, muß das Rohr gereinigt werden. Zu diesem Zwecke 
setzt man unter dem Quecksilber eine mit 15°/,iger Salpetersäure gefüllte 
Eprouvette auf das Ende des Meßrohres auf und führt die Flüssigkeit in 
das Rohr ein; nach ein paar Minuten treibt man die Flüssigkeit in die 
Eprouvette zurück und wäscht das Rohr nach dem soeben beschriebenen 
Verfahren mehrmals mit destilliertem Wasser. Dann entleert man das Meß- 
rohr, den Gummischlauch P und die Birne H und trocknet das Rohr 
mittelst Durchblasen der heißen Luft. Die Einstellung der Quecksilbersäule 
auf den Strich O im Meßrohr muß immer durch eine Bewegung in der 


1!) Hempel, Gasanalytische Methoden. 3. Aufl. S. 112. Braunschweig 1900. 
) Findet nach der zweiten Explosion wiederum Volumenverminderung statt, so muß 
selbstverständlich noch eine dritte Explosion ausgeführt und die nach der zweiten 
Explosion notierte Volumenverminderung bei dem Berechnen der Analyse in Betracht 
gezogen werden. 

®) Bunsen, 1. ce. S. 94, 127 und 130. 

*) Doyere, Etudes sur la respiration. Annales de chimie et de physique. III. ser. 
T. 28. p. 5 (1850). 

5) Über das Reinigen des Quecksilbers vgl. Hempel, Gasanalytische Methoden. 
3. Aufl. S. 86. Braunschweig 1900. 
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Richtung des Pfeiles (Fig. 132, bei O) erfolgen. Auch hat man dafür zu 
sorgen, daß die während je einer Analyse auszuführenden Ablesungen bei 
Konstantbleiben der Temperatur vorgenommen werden. Die etwa stattge- 
fundenen Temperaturschwankungen werden mit Hilfe eines im Zylinder B 
in Wasser getauchten Thermometers kontrolliert und durch Zugießen von 
kaltem bzw. warmem Wasser sofort ausgeglichen. Eine nennenswerte Ände- 
rung des Barometerstandes kann bei der kurzen Dauer der Analysen nicht 
stattfinden. 

Der Polowzowsche Apparat ermöglicht in kurzer Zeit eine ganze Reihe 
exakter Gasanalysen auszuführen, da eine jede Analyse nur 20—30 Minuten 
in Anspruch nimmt. Auch ist es von Wichtigkeit, daß sehr geringe Gas- 
mengen für die Analyse genügen. Außerdem ist der Apparat einfach kon- 
struiert und erfordert eine geringe Menge des Quecksilbers; es ist also 
ersichtlich, daß derselbe für physiologische Zwecke vortrefflich geeignet ist. 

Im ursprünglichen Modell von Polowzow wurde der Sauerstoff durch 
Absorption mit alkalischer Pyrogallollösung bestimmt. Die von Richter her- 
beigeführte Modifikation besteht im wesentlichen darin, daß die Sauer- 
stoffbestimmung durch Verpuffung mit Wasserstoff ausgeführt wird. Die 
Anwendung der Explosionspipette ermöglicht eine schnellere und zugleich 
genauere Sauerstoffbestimmung zu erzielen; außerdem ist der modifizierte 
Apparat für die Bestimmungen von Wasserstoff, Kohlenoxyd und anderen 
Gasen brauchbar. 

Der Apparat von Polowzow ist im wesentlichen eine Kombination 
von zwei Timäiriazeffschen Pipetten.’) Die Handhabung der Pipette von 
Timiriazeff ist aus obiger Beschreibung des Polowzowschen Apparates und 
der Abbildung (Fig. 135) leicht begreiflich. Die eine Pipette dient zur Be- 
arbeitung der Gase mit Kalilauge — die andere zur Bearbeitung mit 
Pyrogallol. Die Messung der Gase wird in einem eigenartig konstruierten 
Eudiometer ausgeführt (Fig. 134). Da das Quecksilberniveau im engen Teil 
des Eudiometers eingestellt wird, so ist hierdurch ein sehr genaues Ab- 
lesen ermöglicht. Andrerseits leidet aber das Timiriazeffsche Eudiometer 
an dem Übelstande, daß es nicht für Gase beliebiger Zusammensetzung 
brauchbar ist. Ist z. B. der Kohlensäuregehalt des Gases sehr groß, so wird 
das Quecksilberniveau nach der Kohlensäureabsorption, infolge bedeutender 
Volumverminderung des Gases, sich außerhalb des graduierten Teiles des 
Eudiometers befinden; was eine Fortsetzung der Analyse unmöglich macht. 

Viel einfacher als die beiden oben beschriebenen Apparate ist der 
Apparat von Bonnier und Mangin®) konstruiert; derselbe liefert trotzdem 
ziemlich genaue Resultate. Noch einfacher ist die von Baranetzky°) er- 


!) Timiriazeff, Recherches sur la decomposition de l’aeide carbonique dans le 
spectre solaire par les parties vertes des vegetaux. Annales de chimie et de physique. 
V.ser. T. 12. p. 355 (1877). 

2) @. Bonnier et L. Mangin, Recherches sur la respiration et la transpiration des 
champignons. Annales des sciences naturelles. Botanique. VI. ser. T. 17. p. 210 (1884). 

®) K. Puriewitsch, Bildung und Zersetzung der organischen Säuren hei Samen- 
pflanzen. Abhandl. der Naturforschergesellschaft in Kiew. 1893 (russisch). 
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sonnene und auf der Fig. 135 dargestellte Modifikation des genannten 
Apparates. Auf einem Holzbrett ist das etwa 07 mm weite, mit der Kugel e 
und dem Glashahn A versetzte Glasrohr montiert. Der etwa 70—100 em 
lange Teil ce d des Rohres ist in Millimeter geteilt und kalibriert. Ein bei 
der Kugel aufgesetzter Gummischlauch verbindet das Rohr mit der Birne /, 
die in der auf einem Stativ verstellbaren Messingschale liegt. Der Teil «a 
des Rohres ist in eine auf der Abbildung nicht dargestellte, mit Queck- 
silber gefüllte Glaswanne getaucht. Das ganze Rohr, die Kugel e, der 
Gummischlauch und die Birne / sind mit Quecksilber gefüllt. Die Analyse 


Fig. 133. Fig. 134. 


führt man auf folgende Weise aus. Die das zu analysierende Gas enthaltende 
Eprouvette wird in die Quecksilberwanne eingeführt und unter dem Queck- 
silber auf das Ende des Rohres a aufgesetzt. Durch Senken der Birne f 
und gleichzeitiges Öffnen des Hahnes A saugt man eine entsprechende Gas- 
menge in den Teil «ab des Rohres ein und sperrt das Gas durch Heben 
der Eprouvette mit Quecksilber. Sobald das eingeführte Gas den graduierten 
Raum des Rohres eingenommen hat, schließt man den Hahn Ah und legt 
die Birne / in die Messingschale. Jetzt senkt man die Nadel g, bis sie die 
Oberfläche des Quecksilbers in der Birne berührt, und schraubt sie in 
dieser Lage fest; diese Lage der Nadel bleibt während der ganzen Analyse 
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unverändert. Nachdem man die Länge der Gassäule ermittelt hat, entfernt 
man aus der Wanne die den Überschuß des Gases enthaltende Eprouvette 
und ersetzt sie durch eine andere Eprouvette, welehe mit konzentrierter 
Kalilauge gefüllt ist. Durch Senken der Birne / und Öffnen des Hahnes % 
führt man die Lauge in den Teil «5 des Rohres ein. Durch Heben der 
Birne treibt man die Lauge sofort in die Eprouvette zurück und über- 
führt gleichzeitig das Gas in den Teil a 5b des Rohres, wobei man darauf 
Acht eibt, dal die Gassäule den Hahn A nicht erreicht. Die den Wan- 
dungen des Rohres anhaftende Lauge absorbiert die in dem zu analysierenden 
Gase enthaltene Kohlensäure. Jetzt öffnet man wieder den Hahn A und 
überführt das Gas in den graduierten Teil des Rohres, wonach man die 
Birne / so einstellt, daß die Nadel 4 die Oberfläche des Quecksilbers be- 
rührt. Dann schließt man den Hahn und liest die Länge der Gassäule ab. 
Die Differenz der beiden Ablesungen ergibt die Menge der Kohlensäure. 
Jetzt führt man in obiger Weise eine alkalische Pyrogallollösung in das 


Fig. 135. 


tohr ein und bestimmt mittelst der vorstehend beschriebenen Manipulationen 
die Menge des Sauerstoffes. Nach Beendigung der Analyse entfernt man 
die Quecksilberwanne, verbindet das Ende a des Rohres mittelst eines 
Gummischlauches mit einem kleinen Trichter, füllt den Trichter mit ver- 
dünnter Salpetersäure, saugt die Säure in das Rohr ein und treibt sie 
dann in die Eprouvette zurück. Diese Operation wiederholt man 2—3mal, 
wonach man das Rohr mit destilliertem Wasser mehrmals wäscht. Dann 
entfernt man den Trichter, entleert durch Senken der Birne das Rohr und die 
Kugel e und trocknet das Rohr mittelst Durchsaugen von Luft, wobei man den 
das Rohr mit der Birne verbindenden Gummischlauch entfernt. Der graduierte 
Teil des Rohres ist mit einer Glasplatte gedeckt, wodurch ein wegen der An- 
wesenheit des Experimentators mögliches Erwärmen des Rohres verhütet wird. 

Bonnier und Mangin haben noch eine Modifikation des ursprünglichen 
Apparates konstruiert!); das Wesen dieser Einrichtung ist aus der neben- 

!) Aubert, Nouvel appareil de MM. Bonnier et Mangin pour l’analyse des gaz. 
Revue generale de botanique. T. 3. p. 97 (1891). 
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stehenden Abbildung ersichtlich. Für das Einführen und Austreiben der 
Gase und der Reagenzien dient der in einem mit Quecksilber gefüllten 
metallischen Muffen mittelst Schraubenwindung bewegliche Kolben (Fig. 136). 

Dieser Apparat liefert gute Resultate, steht aber dem Modell von 
Baranetzky in der Beziehung nach, daß eine Reinigung des Muffens sehr 
umständlich ist. 

Mit Hilfe der vorstehend beschriebenen Apparate bestimmt man den 
Prozentgehalt der einzelnen Bestandteile der zu analysierenden Gasmischung. 
Ist dem Gange der Untersuchung nach eine Kenntnis der absoluten Mengen 
(in Kubikzentimetern) des absorbierten Sauerstoffes und der gebildeten 
Kohlensäure geboten, so muß nicht nur die prozentische Zusammensetzung, 
sondern auch das Gesamtvolumen des Gases im Rezipienten sowohl bei 
Beginn als am Ende des Versuches ermittelt werden. Handelt es sich aber 


ra) 


nur um die Größe des Verhältnisses so ist der Inhalt des mit Pflanzen 
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Fig. 136. 


beschickten Rezipienten nicht von Belang; es genügt in diesem Falle eine 
Bestimmung der einzelnen Bestandteile des Gasgemisches am Ende des 


AND 


Versuches. ') Der Berechnung von liegt die Tatsache zugrunde, daß bei 


> 


der Atmung weder Absorption noch Ausscheidung des Stickstoffes statt- 
findet. Es seien a, b und e die am Ende des Versuches gefundenen Prozent- 
zahlen für Kohlensäure, Sauerstoff und Stickstoff; es sei ferner bekannt, 
daß bei Beginn des Versuches die im Rezipienten eingeschlossene Luft 
normale Zusammensetzung (O2? = 20'9°%/,; N?= 79'1°/,) hatte. Ist e nicht 
gleich 791. so bedarf die für den absorbierten Sauerstoff gefundene Zahl 
einer Korrektion, die auf folgende Weise berechnet wird: ist die Menge 
des Stickstoffes gleich ce, so war die dem Stickstoff äquivalente Sauerstoff- 


1) Bonnier et Mangin, Recherches sur la respiration des feuilles & l’obseurite. 
Annales des sciences naturelles. Botanique. VI. ser. T. 19. p. 229 (1884). 
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( |. 
menge gleich 209.97; hiernach ist die Menge des absorbierten Sauer- 
ii 


R 20°9.C > uhr VON a N ; 
stoffes gleich 9° b und das Verhältnis N. =0° . Wenn wir 
[5 9 Ur PR « 
91 CP 
209 . . CO? a 
-—— berechnen und durch q ausdrücken, so erhalten wir — ee 
791 0, eq—b 


Durch eine Reihe von Analysen ermittelt man den von 20°96°/, bis 
20°80°/, schwankenden Sauerstoffgehalt der umgebenden Luft und berechnet 
hiernach die Größe von q.!) 

Bei den Bestimmungen des gesamten Gaswechsels müssen die zu 
untersuchenden Pflanzen in den Rezipienten luftdicht eingesperrt werden. 
Zu diesem Zwecke können verschiedenartige Einrichtungen angewendet 
werden. Der Apparat von Bonnier und Mangin?) besteht im wesentlichen 


Fig. 137. 


aus der Glocke A, die als Pflanzenrezipient dient (Fig. 137). Die in der 
mit Kalilauge beschickten Flasche F von Kohlensäure befreite Luft wird 
durch die Röhre « in die Glocke zugeleitet und durch das Rohr 5 in einen 
(auf der Abbildung nicht dargestellten) Aspirator überführt. Nachdem man 
die Glocke mit kohlensäurefreier Luft gefüllt hat, schließt man die Hähne 
r und r‘. Das mit Wasser gefüllte Gefäß / ist zum Anfeuchten der Luft 
bestimmt. In der Dauer des Versuches entnimmt man von Zeit zu Zeit 
(asproben aus der Glocke; diese Gasproben verwendet man zu den Analysen. 
Die Entnahme der Gasproben führt man auf folgende Weise aus. Man 
stellt den Dreiweghahn R so ein, daß die Röhre 5 mit dem Gefäß Z kom- 
muniziert; durch Senken des Gefäßes /' überfüllt man eine entsprechende 
Gasmenge aus der Glocke A in das Gefäß) !; dann stellt man den Hahn R 
so ein, daß das Gefäß 2 mit der Röhre d kommuniziert, und verdrängt 


1) Deherain et Maquenne, Recherches sur la respiration des feuilles a l’obscurite. 
Annales agronomiques. T. 12 (1886). 

2) Bonnier et Mangin, 1. e. Annales des sciences naturelles. VI. ser. T. 17. 
p. 221 (1884). 
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das Gas durch Heben des Gefäßes 7’ in die auf das Ende der Röhre d 
aufgesetzte und mit Quecksilber gefüllte Eprouvette. Die entnommene Gas- 
probe analysiert man in einem der oben beschriebenen Apparate. Das 
Volumen des geschlossenen Raumes bestimmt man auf folgende Weise. 
Man entnimmt aus der Glocke eine Gasportion v, die man beim atmo- 
sphärischen Drucke H mißt. Dann notiert man mit Hilfe des Manometers 
M die Verminderung des Gasdruckes in der Glocke. Es sei h der Gasdruck 
in’der Glocke vor der Entnahme der Portion v und h‘ der Gasdruck in 
der Glocke nach der Entnahme der Portion v. 


Fig. 138. 


Aus diesen Daten berechnet man das gesuchte Gesamtvolumen x des 
Gases im Rezipienten auf Grund des Mariotteschen Gesetzes. 


Bevor man eine Gasprobe für die Analyse entnimmt, muß man das 
Gas in der Glocke gründlich umrühren. Dies bewerkstelligt man am besten 
dadurch, daß man das Gas mehrmals in das Gefäß 7 und dann wieder in 
die Glocke überführt. 

Der Apparat von BZonnier und Mangin ist für große Mengen des 
Versuchsmaterials bestimmt. Die bei Anwendung geringerer Pflanzenmengen 
gebräuchlichen Rezipienten sind im wesentlichen nach demselben Prinzip 
konstruiert, wie die soeben beschriebene Einrichtung. Im hiesigen Labora- 
torium wendet man mit Vorteil konische Kolben an, die auch für Kulturen 
der niederen Organismen auf flüssigen oder festen Nährböden brauchbar 


sind (Fig. 138). Ein jeder Kolben hat den Inhalt von 200—500 cm® und ° 


ist durch einen doppelt durchbohrten und mit je einem Zu- und Ableitungs- 
rohr versetzten Kautschukstopfen verschlossen; die Erweiterung ce oberhalb 


u 
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des Stopfens füllt man mit Quecksilber, um einen vollkommen luftdichten 
Verschluß zu erzielen. Nachdem man im Verlaufe hinreichend langer Zeit 
kohlensäurefreie Luft durch den Kolben geleitet hat, versenkt man den 
rechten Schenkel des Ableitungsrohres 5 in Quecksilber: dieses Rohr dient 
als Manometer; das Zuleitungsrohr a verbindet man durch einen mit dem 
Schraubenquetschhahn d versetzten diekwandigen Gummischlauch mit einer 
zur Entnahme der Gasproben bestimmten Gaspipette. Durch Entnahme 
einer entsprechenden Gasmenge stellt man das Quecksilberniveau im Ma- 
nometerrohr auf beliebiger Höhe ein und 


füllt alsdann den Gummischlauch und den my 
linken Schenkel des Rohres a mit Queck- 
silber; hierdurch wird ein vollkommen I 


Iuftdichter Verschluß) bewerkstelligt, da 
die innere Atmosphäre des Kolbens von 
der äußeren Luft durch Glas und Queck- 
silber getrennt bleibt. Die Entnahme der 
Gasproben und die Ermittelung des Ge- 
samtvolumens des inneren Raumes führt 
man auf dieselbe Weise aus, wie es bei 


der Beschreibung des Apparates von 12 

Bonnier und Mangin angegeben ist, nur 3 (f N 

wird die auf der Fig. 137 abgebildete Gas- 2 Hi 

pipette von Bonnier und Mangin im A 
hiesigen Laboratorium in einer aus der GLS N 
Fig. 139 ersichtlichen Modifikation ange- l “> h 


wendet, die sich praktischer erwies als 
das ursprüngliche Modell. Außer dem 
Dreiweghahn ist an der Pipette noch ein 
einfacher Glashahn S zwischen den beiden 
Gefäßen / und /‘ angebracht. Durch ent- 
sprechende Drehung des Dreiweghahnes 
stellt man die Kugel 2 je nach Bedürfnis 
entweder mit dem Rohr 5 oder mit dem 
Rohr d in Verbindung. Der einfache Hahn $ dient zur Regulierung des Queck- 
silberstromes. Die Pipette ist auf eine standhafte Holzfassung geschraubt. 


Fig. 139. 


Handelt es sich darum, das Verhältnis > sehr geringer Pflanzenmengen 


zu bestimmen, so sperrt man die zu untersuchenden Objekte in dick- 
wandigen Reagenzgläsern mit Quecksilber ein. Mit Hilfe der Glas- oder 
Baumwolle werden die Pflanzen im oberen Teil der Eprouvette festgehalten. 
Die Entnahme der Gasproben führt man mit Hilfe einer Gaspipette von 
Salet!) aus. Will man das Gesamtvolumen des Gases bestimmen, so füllt 
man das Gas mit Hilfe der Pipette in ein kalibriertes Eudiometer um und 
mißt es nach den üblichen gasometrischen Methoden. 


') Berthelot, Traite pratique de V’analyse des gaz. Paris 1906. p. 80. 
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IV. Die ana&örobe Atmung und deren Produkte. 


In sauerstofffreien Medien kommt bekanntlich die Kohlensäure- 
produktion der Pflanzen nicht zum Stillstand. Die bei Sauerstoffabschluß 
abgeschiedene Kohlensäure wird nach zweierlei Methoden bestimmt: ent- 
weder sperrt man die zu untersuchenden Pflanzen in geschlossenen Räumen 
unter Sauerstoffabschluß ein oder leitet man durch den die zu unter- 
suchenden Pflanzen enthaltenden Apparat einen sauerstofffreien Gasstrom. 
Will man Gasstrom anwenden, so leitet man Wasserstoff ein, den man im 
Apparat von Bardeleben') (Fig. 140) aus Zinkstäbchen und reiner, fünffach 
verdünnter Schwefelsäure darstellt..) Der aus dem Apparate entweichende 
Wasserstoff wird in einem konischen, -mit einer konzentrierten Lösung von 
Kaliumhydroxyd und Pyro- 
gallol beschickten Kolben von 
den Spuren des Sauerstoffs 
und der Kohlensäure befreit. 
Den Kolben verschließt man 
durch einen Kautschukstopfen 
mit drei Bohrungen. In die 
eine Bohrung führt man ein 
unter rechtem Winkel ge- 
bogenes Glasrohr ein, welches 
am Boden des Kolbens endet 
und als Zuleitungsrohr dient. 
In die andere Bohrung führt 
man ein mit zwei Glashähnen 
versetztes T-Rohr ein. In die 
dritte Bohrung stekt man 

ze einen zum Eingießen der 

Lösungen dienenden und 

mit einem Glashahn versetzten Trichter. Das Zuleitungsrohr verbindet man 
mit dem Rohre des Bardelebenschen Apparates durch einen diekwandigen 
Gummischlauch, wobei man darauf acht gibt, daß die Enden der beiden 
Röhren miteinander in Berührung stehen. Auch andere Bestandteile des 
Apparates müssen womöglich in analoger Weise verbunden werden. Man 
beschickt den Kolben zunächst nur mit Kalilauge und leitet Wasserstoff 
ein; ist der gesamte Sauerstoff aus dem Apparate verdrängt, so gießt 
man durch den Trichter eine konzentrierte Lösung des Pyrogallols zu. 
Die in obiger Weise eingeführte Lösung bleibt auch nach monatelanger 
Arbeit des Apparates ganz schwach gefärbt. Von Zeit zu Zeit wird die 
sich am Boden des Bardelebenschen Apparates anhäufende schwere Lösung 
des schwefelsauren Zinks abgehebert und frische Schwefelsäure zugegossen: 


') W. Pfeffer, 1. e. 
°) Um die Gasentwicklung zu befördern, gießt man in die Schwefelsäure etwas 
Platinchloridlösung ein. 
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auf diese Weise kann der mit hinreichend großer Zinkmenge versetzte 
Apparat im Verlaufe sehr langer Zeit benutzt werden. 

Der gereinigte Wasserstoff passiert alsdann den mit Pflanzen be- 
schickten Rezipient und ein Pettenkofersches Rohr bzw. einen @eißlerschen 
Apparat, wo die abgeschiedene Kohlensäure absorbiert wird. Der Barde- 
lebensche Apparat ermöglicht eine gleichzeitige Experimentierung mit vier 
Rezipienten, da die Enden des T-Rohres A mit noch je einem T-Rohr 
verbunden werden können. Das Durchsaugen des. Gases führt man mit 
Hilfe einer Wasserstrahlluftpumpe aus, unter Anwenduug des vorstehend 
beschriebenen Regulators (Fig. 123). 

Bei Anwendung der Methode des geschlossenen Raumes ist manch- 
mal der Stickstoff dem Wasserstoffe vorzuziehen. Den Stickstoff gewinnt 
man aus Kaliumnitrit und Salmiak: 

KNO: + NH:Cl=KC + 2H20 + N: 


IÄRRRRRRÜÜRORÜRÜÄÜRUÜÜÜÜRÜOO UN SN FERTSITT 


? 3 11 
Zu | 


Fig. 141. 


Für die Darstellung des Stickstoffs bediente sich Kostytschew!) der 
auf Fig 141 abgebildeten Einrichtung. Den etwa 500 cm® fassenden Rund- 
kolben A versetzt man mit einem Gemisch von 85 g reinstem Kaliumnitrit, 
95° g Ammoniumchlorid und 180 cm® Wasser; es ist zweckmäßig, das 
Gemisch vor dem Gebrauche die Nacht über stehen zu lassen, wodurch 
ein ruhigerer Verlauf der Reaktion erzielt wird. Den Kolben erwärmt man 
vorsichtig mit einem Punsenschen Brenner, wobei man darauf acht gibt, 
dab die Flamme den Boden des Kolbens nicht berührt. Sobald sich alles 
aufgelöst hat und eine lebhafte Gasentwicklung eingetreten ist, muß die 
Erwärmung bedeutend abgeschwächt oder eventuell unterbrochen werden. 
Das aus dem Kolben entweichende Gas passiert die Reinigungsgefäße B, C 


1) Kostytschew, Über die normale und die anaörobe Atmung bei Abwesenheit von 
Zucker. Jahrbücher f. wissensch. Botan. Bd. 40. S. 563 (1904). 
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und D, wo die bei der Reaktion entstehenden geringen Mengen von Ammoniak 
und Chlor zurückgehalten werden. Das U-Rohr B enthält mit konzentrierter 
Schwefelsäure getränkte Bimssteinstücke, das U-Rohr © ist mit Natron- 
kalk versetzt, die Waschflasche D ist mit konzentrierter Schwefelsäure ge- 
füllt und dient zugleich zur Kontrollierung der Gasstromgeschwindigkeit. 
Die Regulierung des Gasstromes wird durch entsprechende Erwärmung 
oder Kühlung des Kolbens A erreicht. Da die Reaktion exothermisch ist, 
so setzt sie zuweilen stürmisch ein; infolgedessen ist am Kolben das Queck- 
silberventil V angebracht, durch welches der Überschuß des Gases entweicht. 
Mit Hilfe des soeben beschriebenen Apparates kann man große Mengen 
des reines Stickstoffs erhalten; für eine konstante Gasdurchleuchtung ist 
aber obige Methode wenig geeignet, da der Stickstoffentwickler beständige 
Aufsicht erfordert. Will man einen konstanten Stickstoffstrom erhalten, so 
entnimmt man das Gas einer käuflichen Bombe und fängt es in einem 
Gasometer auf. 

Das Zuleitungsrohr des mit den Pflanzen beschickten Rezipienten ver- 
bindet man mit dem Ableitungsrohre der Waschflasche D durch einen 
mit Schraubenquetschhahn versetzten dickwandigen Gummischlauch: das 
Ableitungsrohr des Rezipienten versenkt man in Quecksilber oder in ein 
flüssiges Öl und leitet Stickstoff durch den Rezipient. Ist der Sauerstoff 
aus dem Rezipienten verdrängt. so sperrt man den Schraubenquetschhahn, 
zieht den Gummischlauch vom Ableitungsrohr der Waschflasche D aus und 
füllt ihn durch einen Trichter mit ausgezogener ‚Spitze mit Quecksilber; 
den mit Quecksilber gefüllten Gummischlauch setzt man auf das Ende des 
Rohres (der auf Fig. 139 abgebildeten Gaspipette auf. Weitere das Ein- 
sperren des Rezipienten bezweckende Handeriffe sind auf S. 503 beschrieben 
worden. Der luftdicht verschlossene Rezipient wird in aller Ruhe belassen, 
die Kohlensäureproduktion der zu untersuchenden Pflanzen bestimmt man 
in der Weise, daß man mit Hilfe der Gaspipette von Zeit zu Zeit Gas- 
proben entnimmt und analysiert. Das Gesamtvolumen des Gases im Rezi- 
pienten ermittelt man nach der vorstehend beschriebenen Methode (8. 502). 
Bei jedem Versuche muß man sich mit peinlichster Sorgfalt davon verge- 
wissern, daß der Sauerstoff bis auf die letzten Spuren aus dem Rezipienten 
verdrängt worden war; zu diesem Zweck sind qualitative Nachweise des 
Sauerstoffs, wie z. B. Braunfärbung einer bei Sauerstoffabschluß bereiteten 
alkalischen Pyrogallollösung nicht ganz zuverlässig; am besten ist es, gleich 
nach dem Einsperren des Rezipienten eine Gasprobe zu entnehmen und 
in einem der oben beschriebenen genauen Apparate zu analysieren. Auch 
mub freilich der Rezipient vollkommen luftdicht verschlossen werden. 

Will man untersuchen, ob bei Sauerstoffabschluß neben der Kohlen- 
säure noch geringe Mengen anderweitiger Gase gebildet werden, so ist es 
oft empfehlenswert, Kohlensäure durchzuleiten. Dieses Gas erzeugt man 
in dem oben beschriebenen Bardelebenschen Apparate, den man mit Marmor ° 
und verdünnter Salzsäure beschickt. Die in einer mit Sodalösung gefüllten 
Waschflasche gereinigte Kohlensäure passiert den mit Pflanzen versetzten 
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Rezipienten und wird alsdann in einen mit konzentrierter Kalilauge gefüllten 
Eudiometer oder umgekehrt gestellten Kolben getrieben, wo sich die durch 
Kalilauge nicht absorbierbaren Gase allmählich ansammeln. Auf diese Weise 
wird der Prozentgehalt der zu untersuchenden Gase im Gasgemische ge- 
steigert; andrerseits leidet aber die soeben beschriebene Methode an dem 
Übelstande, daß ein dauerndes Verweilen in Kohlensäure für die meisten 
Pflanzen schädlich ist. 

Nabokich bedient sich für Herstellung anaäreber Verhältnisse des 
luftleeren Raumes. Die nachfolgende Beschreibung dieser Methode ist auf 
Grund einer den Verfassern in dankenswerter Weise zur Verfügung ge- 
stellten schriftlichen Mitteilung von Prof. Nabokich abgefaßt, eine ausführ- 
liche Beschreibung der Methode wird an anderer Stelle erfolgen. 

Als Rezipienten dienen die 1/,—2 ! fassenden dickwandigen Rundkolben 
(Fig. 142 A), die auch für Kulturen von niederen Organismen brauchbar 
sind. Nachdem man den Kolben mit den zu untersuchenden Pflanzen ver- 
setzt hat, schmilzt man den Kolbenhals am Gebläse zu und verbindet 


Fig. 142. 


sämtliche Kolben mittelst eines Sammelrohres mit einer auf der Ab- 
bildung nicht dargestellten Ölluftpumpe Geryk-Duplex'), die mit einem 
die Evakuierung der Rezipienten erleichternden Hahn versetzt ist (das 
Rohr F auf Fig. 142 leitet zu der Ölluftpumpe). Zwischen dem Kolben 
und der Pumpe schaltet man den in ein Gemisch von Schnee und Kochsalz 
versenkten Kühler « und die Trockengefäße C und D ein. Das Absorptions- 
rohr € füllt man mit konzentrierter Schwefelsäure, das Rohr D beschickt 
man mit trockenem Phosphorsäureanhydrid; das Füllen der beiden Röhren 
geschieht automatisch mit Hilfe einer Wasserstrahlluftpumpe. Durch An- 
wendung des Kühlers a schont man die Absorptionsmittel; eine regel- 
mäßige Arbeit der Pumpe wird durch vollkommene Absorption von Wasser- 
dampf gesichert und liefert eine Luftverdünnung bis auf 025 mm Queck- 
silberdruck; zur Kontrollierung der Luftverdünnung bedient man sich des 
Vakuummeters %. Die Evakuierung nimmt höchstens 20—30 Minuten in 


1) Firma Arthur Pfeiffer in Wetzlar. 
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Anspruch; einen einzelnen Kolben kann man leicht in 8—12 Minuten 
evakuieren. Ist die gesamte Luft aus dem Kolben entfernt, so schmilzt 
man das Ableitungsrohr des Kolbens am Gebläse zu; der innere Raum des 
Kolbens ist auf diese Weise von der äußeren Luft lediglich durch Glas 
getrennt; somit ist man vor Verlust der während des Versuches gebildeten 
Gase sicher. Die Bestimmungen der gebildeten Kohlensäure führt man 
folgendermaßen aus. Man schaltet zwischen den Röhren C und D ein 
eroßes U-Rohr B ein, das mit zwei Glashähnen versetzt ist; dieses Rohr 
füllt man mit feinen Körnern von Natronkalk, die mit gepulvertem Natrium- 
hydroxyd bedeckt sind. Wiegt ein gefülltes Natronkalkrohr etwa 100 g, so 
kann es 89 Kohlensäure absorbieren; empfehlenswerter ist es jedoch, 
größere, etwa 300 9 wiegende Röhren anzuwenden; hierbei muß man 
allerdings über eine zu derartigen Belastungen brauchbare Wage verfügen. 
Ein 300 g wiegendes Rohr absorbiert etwa 25 g Kohlensäure und kann 
für eine ganze Reihe von Versuchen benutzt werden; das Anlegen eines 
zweiten Rohres ist vollkommen überflüssig; hat man einen Überschuß von 
gepulvertem Natriumhydroxyd in das Rohr hineingetan, so ist man vor 
Wasserverlust sicher. Nach dem Füllen evakuiert man das Rohr 2—3mal 
und wiegt es sodann dreimal, um das wahre Gewicht zu ermitteln. Nach 
Beendigung je eines Versuches kann man entweder das evakuierte oder 
das mit Luft gefüllte Natronkalkrohr wägen; in beiden Fällen fallen die 
Kohlensäurebestimmungen gleich genau aus. Die Vollständigkeit der Ab- 
sorption der Kohlensäure wird mit Hilfe des Vakuummeters kontrolliert. 
Das Auspumpen der Kohlensäure aus dem Kolben führt man auf folgende 
Weise aus. Man verbindet den Kolben mit der Ölluftpumpe und evakuiert 
zunächst die Absorptionsgefäße, was etwa 3—5 Minuten in Anspruch 
nimmt; alsdann schließt man den hinteren Hahn des Rohres B und bricht 
das innerhalb des Gummischlauches befindliche und bereits früher angefeilte 
Ende des Ableitungsrohres des Kolbens; das Entweichen des Gases aus 
dem Kolben reguliert man mit Hilfe des Schraubenquetschhahns p; Alkohol- 
dampf wird im Kühler « zurückgehalten. Ist die‘ Hauptmenge der Kohlen- 
säure absorbiert, so setzt man wiederum die Pumpe in Betrieb und entfernt 
hierdurch die letzten Spuren von Kohlensäure aus dem Kolben. Die Kohlen- 
säurebestimmungen nehmen höchstens 15—20 Minuten in Anspruch. Will 
man Alkoholbestimmungen ausführen, so öffnet man den Kolbenhals und 
unterwirft den Inhalt des Kolbens und des Kühlers einer Destillation. 
Näheres über Alkoholbestimmungen siehe unten. Bei Anwendung des luft- 
leeren Raumes muß man im Auge behalten, daß durch Verweilen im 
Vakuum allerdings neue Lebensbedingungen geschaffen werden, die im 
normalen und anaöroben Leben bei gewöhnlichem Gasdruck nicht zustande 
kommen und in einzelnen Fällen nicht ohne Einfluß auf die Versuchs- 
ergebnisse bleiben können. 

In den meisten Fällen ist die anaörobe Kohlensäureproduktion der 
Pflanzen mit Alkoholbildung begleitet. Will man neben den Kohlensäure- 
bestimmungen auch Alkoholbestimmungen ausführen, so verfährt man auf 
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folgende Weise. Ist dem Wesen der Arbeit nach eine konstante Gasdurch- 
leitung geboten, so schaltet man zwischen dem Rezipienten und dem zur Ab- 
sorption der Kohlensäure bestimmten Apparate eine in schmelzendes Eis ver- 
senkte und mit Wasser gefüllte Waschflasche, deren Ableitungsrohr aufwärts 
gerichtet und schlangenförmig gewunden ist. Nach Beendigung des Versuches 
tut man das Versuchsmaterial und den Inhalt der Waschflasche in einen ge- 
räumigen Destillationskolben hinein, spült den Rezipienten und die Flasche mit 
Wasser nach, versetzt den Kolben mit einer beträchtlichen Menge destillierten 
Wassers und destilliert so lange, bis etwa die Hälfte der Flüssigkeit in die 
Vorlage übergegangen ist. Das erhaltene Destillat wird wiederum abdestil- 
liert usw., bis man nach der letzten Destillation etwa 50 cm® der Flüssigkeit 
erhält. Das letzte Destillat fängt man in einem gewogenen Kölbchen auf und 
ermittelt durch eine zweite Wägung das Gewicht der erhaltenen Flüssigkeit; 
alsdann bestimmt man das spezifische Gewicht des Destillates mit Hilfe 
eines genauen Pyknometers!) und berechnet den Prozentgehalt und die 
absolute Menge des Alkohols. Das letzte Destillat muß blank sein und 
neutrale Reaktion aufweisen. Ist das erste Destillat sauer, so führt man 
die zweite Destillation unter Zusatz von etwas Kalilauge oder Bleihydroxyd 
aus; ist das Destillat alkalisch, so setzt man bei der nachfolgenden Destil- 
lation etwas Weinsäure hinzu. Erhält man trübes Destillat, so stellt man 
bei der nachfolgenden Destillation den Kolben schief, wie bei einer Destillation 
unter Wasserdampfdurchleitung. Auch kann man .das letzte Destillat nach 
der Wägung durch ein trockenes Filter filtrieren. Um einem übermäßigen 
Schäumen der Flüssigkeit vorzubeugen, versetzt man den Destillationskolben 
mit etwas Tannin. 

Ein schneller qualitativer Nachweis des Äthylalkohols wird durch 
folgende Reaktionen geliefert: 

1. Reaktion von Berthelot.2) Man schüttelt die zu untersuchende 
Flüssigkeit mit ein paar Tropfen Benzoylchlorid und Überschuß von Kali- 
lauge aus. Bei Gegenwart des Äthylalkohols entwickelt sich der eigenartige 
Geruch des Benzoösäureäthylesters. 

2. Jodoformprobe von Müntz.®) 10 cm? des Destillates versetzt man 
mit 2 g Natriumkarbonat und 0'1 g sublimiertem Jod und erwärmt das 
Gemisch auf dem Wasserbade bei 60° bis zum Auflösen des Jods. Nach 
dem Erkalten scheiden sich die charakteristischen Kristalle des Jodoforms 
aus, die man unter dem Mikroskop leicht erkennt. Die Jodoformprobe ist 
beim Nachweis des Äthylalkohols nur in dem Falle zulässig, wenn das 
Destillat keine Spur von Aldehyden und von Aceton enthält, da die ge- 
nannten Substanzen ebenfalls Jodoformprobe liefern; hiernach muß man 


') Nabokich bedient sich des Pyknometers von Reischauer. Sehr praktisch ist 
auch das Pyknometer von Ostwald. 

?) M. Berthelot, Nouveau reactif de l’aleool. Comptes rendus. Paris. LXXII. 
S. 496 (1871). 

°) A. Müntz, Recherches sur la fermentation aleoolique intracellulaire des vegstaux. 
Annales de chimie et de physique. 5. serie. T. 13. p. 543 (1878). 
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das Destillat jedesmal mit Fuchsinschwefelsäure prüfen; tritt hierbei keine 
Rotfärbung auf, so ist die Jodoformprobe zum Nachweis des Alkohols 
brauchbar.!) Palladin und Kostytschew:) haben Aceton in den durch Erfrierung 
abgetöteten Pflanzen nachgewiesen. Ist die Menge der Aldehyde bzw. des 
Acetons sehr gering, so können die genannten Substanzen auf folgende 
Weise entfernt werden. Man versetzt die Flüssigkeit mit einem Überschuß 
von Natriumbisulfit und destilliert unter gelindem Erhitzen, bis die Hälfte 
der Flüssigkeit in die Vorlage übergegangen ist. Das Destillat versetzt man 
mit einem geringen Überschuß von Barytwasser und destilliert noch einmal. 
Das hierbei erhaltene Destillat gibt keine Aldehyd- und Acetonreaktionen. 

Aus den Untersuchungen von Palladin und Kostytschew ®) ist ersicht- 
lich, daß man auch bei kurzdauernden Versuchen Alkoholbestimmungen 
bequem ausführen kann. Die pyknometrischen Alkoholbestimmungen fallen 
in der Regel bis auf 25 mg genau aus. 

Viele Forscher haben darauf hingewiesen, dab bei Sauerstoffmangel 
organische Säuren gebildet werden. So haben J. Stoklasa und A. Ernst *) 
gefunden, daß in Wurzelausscheidungen nur bei Sauerstoffmangel Säuren 
enthalten sind. 


V. Die Atmung der abgetöteten Pflanzen. 


Die hervorragenden Untersuchungen #. Buchners und dessen Mit- 
arbeiter 5) zeigten, dal die Alkoholgärung der Hefe ein enzymatischer Pro- 
zeß ist. Der Nachweis davon wurde durch zweierlei Methoden erbracht. 
Die eine Methode besteht darin, daß man mit Hilfe einer hydraulischen 
Presse aus Hefe einen gärungsfähigen Preisaft darstellt. Nach der anderen 
Methode erhält man durch Abtöten der Hefe mit Aceton gärungsfähige 
Dauerpräparate. 

Die genannten Methoden Buchners wurden auch beim Studium der 
Pflanzenatmung angewendet. So haben Stoklasa und dessen Schüler $) dar- 
getan, daß Zymase auch in Samenpflanzen enthalten ist. Durch Fällung 


1) Villiers und Fayolle nehmen an, daß Fuchsinschwefelsäure durch reines Aceton 
nicht gefärbt wird (4A. Villiers et Fayolle, Sur une r&eaction des aldöhydes. Differeneia- 
tion des aldoses et des c&toses. Bulletin de la societ& chimique de Paris. Sör. III. T. 11. 
p. 691 [1894]). Es ist hiernach geboten, noch andere Acetonreaktionen, vor allem die 
bequeme Legalsche Probe anzuwenden. 

2) W. Palladin und S. Kostytschew, Ana&robe Atmung, Alkoholgärung und Aceton- 
bildung bei den Samenpflanzen. Zeitschr. f. physiol. Chem. Bd. 48. S. 214 (1906). 

>) W. Palladin und $. Kostytschew, ]. c. 

*) J. Stoklasa und A. Ernst, Beiträge zur Lösung der Frage der chemischen 
Natur des Wurzelsekretes. Jahrb. f. wissensch. Botanik. Bd. 46. S. 55 (1908). 

5) E. Buchner, H. Buchner und M. Hahn, Die Zymasegärung. München und Ber- 
lin 1903. 

5) Stoklasa und Czerny, Isolierung des die anaörobe Atmung der Zelle der höher 
organisierten Pflanzen und Tiere bewirkenden Enzyms. Ber. d. Deutschen chem. Gesell- 
schaft. Bd. 36. S. 622 (1903); Stoklasa, Ernst und Chocensky, Über die glykolytischen 
Enzyme im Pflanzenorganismus. Zeitschr. f. physiol. Chemie. Bd.50. S. 303 (1906 bis 
1907). 


az Bi ar 


Intermediärer Stoffwechsel : Methoden z. Bestimmung d. Atmung d. Pflanzen. 511 


des aus Samenpflanzen dargestellten Preßsaftes mit Alkohol erhält man 
einen gärungsfähigen Niederschlag. Sowohl der von Maximow!) aus Asper- 
gillus niger dargestellte Preßsaft, als auch die von Kostytschew ?) erhaltenen 
Acetondauerpräparate des genannten Pilzes bewirkten nicht nur Kohlen- 
säureproduktion, sondern auch Sauerstoffabsorption; der Gaswechsel dieser 
Objekte war also der Atmung vollkommen analog. Die Untersuchungen von 
Kolkwitz°) zeigten, dal die Kohlensäureproduktion der gekeimten Samen 
durch Zerkleinerung nicht eingestellt wird. In letzter. Zeit wurde der Gras- 
wechsel abgetöteter Pflanzen eingehend studiert. Aus den neueren Arbeiten 
ist ersichtlich, daß die Pflanzenatmung allem Anschein nach nichts anderes 
ist als eine Summe enzymatischer Prozesse’und daß einige vom theoretischen 
Standpunkte aus wichtige Fragen nur durch Experimente mit abgetöteten 
Pflanzen beantwortet werden können. Nachstehend ist die Methode der Abtötung 
der Pflanzen ohne Zerstörung der in denselben enthaltenen Enzyme beschrieben. 

Die unter Anwendung der Methoden von Buchner mit Samenpflanzen 
ausgeführten Untersuchungen zeigten, daß die Kohlensäureproduktion der 
dargestellten Präparate im Vergleich mit derjenigen lebender Objekte 
außerordentlich gering ist. Diese Resultate beweisen, daß beim Arbeiten 
mit wasserreichen Samenpflanzen die Anwendung der Methoden von Buchner 
keine befriedigenden Resultate liefert; infolgedessen hat Palladin *) eine 
Methode der Abtötung durch niedere Temperatur ausgearbeitet; hierbei 
wird die Zellstruktur der Pflanzen nicht zerstört. 

Große, etwa 100 cm® fassende Reagenzgläser werden mit unversehrten 
oder zerstückten Pflanzen vollgefüllt und mit Kautschukstopfen gut ver- 
schlossen. Damit die Salzlösung-in die Reagenzgläser nicht eindringt, be- 
schmiert man die Pfropfen mit etwas Vaseline. Die Reagenzgläser werden 
in einen mit Filz bezogenen Eimer gebracht und mit einem Gemisch von 
Schnee oder fein zerkleinertem Eis, Natriumchlorid und Ammoniumnitrat 
umgeben.) Man tut zuerst eine Schneeschicht von etwa 2—3 cm in den 
Eimer hinein, den Schnee bedeckt man mit einer Schicht des Salzgemisches 
und legt darauf die Reagenzeläser, wobei man die Zwischenräume zwischen 
den Reagenzgläsern mit Schnee füllt. Die Reagenzgläser deckt man mit einer 
Schneeschicht, dann mit einer Schicht des Salzgemisches, legt darauf wiederum 
Reagenzgläser usw. Die oberste Reihe der Reagenzgläser deckt man erst 
mit einer Schneeschicht, dann mit einer Schicht des Salzgemisches, schliel- 
lich mit Filz und stellt auf das Filz eine mit Schnee gefüllte Schale. Nach 
einer Stunde sinkt die Temperatur im Innern der Reagenzgläser bis auf 


1) Maximow, Zur Frage der Atmung. Berichte d. Deutschen botan. Gesellsch. 
Bd. 22. S. 225 (1904). 

®) Kostytschew, Über Atmungsenzyme der Schimmelpilze. Ber. d. Deutschen botan. 
Gesellsch. Bd. 22. S. 207 (1904). 

») Kolkwitz, Über die Atmung ruhender Samen. Ber. d. Deutschen botan. Gesell- 
schaft. Bd. 19. S. 285 (1901). 

4) W. Palladin, Die Arbeit der Atmungsenzyme der Pflanzen unter verschiedenen 
Verhältnissen. Zeitschr. f. physiol. Chemie. Bd. 47. 5.407 (1906). 

5) Welter, Die tiefen Temperaturen. Ürefeld 1895. 
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—20°.1) Der mit den Reagenzgläsern versetzte Eimer wird in einem 
kalten Raume für 24 Stunden in aller Ruhe belassen. Nach Ablauf dieser 
Zeit steigt die Temperatur der Mischung je nach den Temperaturverhält- 
nissen des Raumes auf — 10° bis — 3°. Für eine Abtötung der in der 
Periode starker Lebenstätigkeit begriffenen Samenpflanzen genügt eine 
Temperatur von — 20° bis — 25°. Nabokich ?) wendete für die Erfrierung 
der Pflanzen flüssige Kohlensäure an; letztere verflüchtigt sich aber sehr 
schnell; für eine vollkommene Abtötung der Pflanzen ist jedoch nicht so 
der Grad als die Dauer der Temperaturerniedrigung von Belang. Auch ist 
es wichtig, daß die Reagenzeläser möglichst dicht gefüllt sind; eine Er- 
frierung der Pflanzen in denselben Rezipienten, die alsdann für den Ver- 
such selbst dienen sollen, ist zu vermeiden; ist dies jedoch unvermeidlich, 
so muß man ein Thermometer in das Innere des Gefäßes einführen, da die 
Temperatur der Kältemischung mit derjenigen der zu erfrierenden Pflanzen 
nicht immer übereinstimmt. 

Für die Bestimmung der von den erfrorenen Pflanzen produzierten 
Kohlensäure tut man das Versuchsmaterial in ein U-Rohr hinein und legt 
in das vordere Ende des U-Rohres etwas mit 4 em? Toluol getränkte Watte. 
Das die U-Röhre passierende Gas ist auf diese Weise mit Toluoldampf 
gesättigt, wodurch eine Entwicklung der Bakterien verhindert wird. Toluol- 
dampf hat keinen Einfluß auf den Titer des zur Absorption der Kohlen- 
säure bestimmten Barytwassers. 

Die Vorzüge der soeben beschriebenen Erfriermethode bestehen im 
folgenden: 

1. Die durch Erfrierung getöteten Pflanzen produzieren bedeutend größere 
CO,-Mengen als die aus denselben Pflanzen bereiteten Preßsäfte oder Aceton- 
dauerpräparate;am wenigsten sind für Samenpflanzen Acetonpräparate geeignet. 

2. Die erfrorenen Pflanzen werden in unversehrtem Zustande in die 
Rezipienten hineingetan. Palladin wies nach, daß durch postmortale Zerstörung 
der Zellstruktur der Pflanzen die Tätigkeit der Enzyme herabgesetzt wird. 
Noch schädlicher muß freilich eine Zerkleinerung der lebenden Pflanzen wirken. 

3. Durch Anwendung der Erfriermethode wird ein Arbeiten in Gas- 
medien ermöglicht. Die in Wasser versenkten erfrorenen Pflanzen scheiden 
bedeutend geringere 00,-Mengen aus als die in Gasmedien befindlichen. 

Die Kohlensäureproduktion der erfrorenen Pflanzen ist ein enzyma- 
tischer Prozeß; dafür spricht unter anderem die Tatsache, daß die Kohlen- 
säureproduktion erfrorener Pflanzen meistens von Alkoholbildung begleitet 
ist. Drenstein®) und nachher Nabokich*) beobachteten eine Kohlensäure- 


‘) Zur Kontrollierung der Temperatur steckt man in den Kautschukstopfen des 
Reagenzglases ein Thermometer; die Kugel des Thermometers muß mit den zu erfrie- 
renden Pflanzen in unmittelbarer Berührung stehen. 

?) Nabokich, Über die Ausscheidung von Kohlensäure aus toten Pflanzenteilen. 
Ber. d. Deutschen botan. Gesellsch. Bd. 26a. S. 324 (1908). : 

°) Brenstein, Über die Produktion von Kohlensäure durch getötete Pflanzenteile. 
Dissert. Kiel 1887. 

*) Nabokich, 1. ce. 
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produktion der Pflanzen nach der Behandlung mit überhitztem Wasserdampf 
(bei 120°) und nach einer Sterilisation im Autoklaven. Hier haben wir es 
natürlich nicht mit enzymatischen Prozessen zu tun. Die im hiesigen 
Laboratorium ausgeführte und noch nicht publizierte Arbeit von E. Stane- 
witsch zeigt, dab die mit Aceton behandelten trockenen Pflanzenteile sehr 
wirksame Dauerpräparate liefern. Auch andere Stoffe hat Stanewitsch für 
Herstellung von Dauerpräparaten angewendet. Je 39 der im lufttrockenen 
Zustande von verschiedenen Flüssigkeiten im Verlaufe von 5 Tagen be- 
handelten und alsdann im Wasser eingeweichten Weizenkeime haben 
binnen 19 Stunden folgende CO,-Mengen produziert: 


Lebende Keime (Kontrolle) . . 1630 mg Getötet mit Chloroform . . . . 61’4 mg 

Getötet mit Toluol ..... 818 „ e nr ANilin , aeg BRACH, 
“ Ben ..: : .:. 70, n m AdHeR 5200.00 „7 0 SER 
N weBen20l . .- - : . SLO, 2 Alkohol. 20.221. Dee 
e Eutementmöl . . . 669, 


Es besteht ein gewisser Zusammenhang zwischen der Menge der 
produzierten Kohlensäure und mit der Menge der durch verschiedene 
Flüssigkeiten extrahierbaren Lipoide. 


VI. Atmungschromogene und Atmungspigmente. 


Die Untersuchungen von @. Bertrand zeigen, daß die Oxydasen den 
molekularen Sauerstoff nur auf aromatische Verbindungen bestimmter 
Zusammensetzung übertragen können, die Produkte der anaöroben Atmung 
sind aber aliphatische Verbindungen; infolgedessen hat Palladin!) in seiner 
Theorie der Atmung die Meinung ausgesprochen, daß in den Pflanzen 
immer Atmungschromogene enthalten sind, die den molekularen Sauerstoff 
von der Oxydase auf die zu oxydierenden aliphatischen Stoffe übertragen. 
Diese Atmungschromogene fabt Palladin unter dem Begriffe Phytohämatine 
zusammen. Der Zusammenhang der Oxydationsvorgänge bei der Atmung 
wird nach Palladin durch folgendes Schema dargestellt: 


Primäre Prozesse Sekundäre Prozesse 
Anaerobe Enzyme (Zymase u. a.) Luftsauerstoff 
| 


| 
| Y 
Atmungsoxydasen 


I 
| 


Y le 
Katalase ?), Reduktase + — —— Phytohämatin 
| 


ar 
Gärungsprodukte (Alkohol BLU Atmungsprodukte 
oder andere Stoffe) (CO, + H,O) 


') Palladin, Die Atmungspigmente der Pflanzen. Zeitschr. f. physiol. Chemie. Bd. 55. 
S. 207 (1908). — Reinke, Einleitung in die theoretische Biologie. S. 281. Berlin 1901. 

?) Zugunsten der Annahme einer Anteilnahme der Katalase in anaöroben Prozessen 

spricht der Umstand, daß bedeutende Mengen des genannten Enzymes in Hefe enthalten sind. 
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Den Nachweis der Atmungschromogene erzielt man auf folgende Weise. 
Die zu untersuchenden Pflanzen oder Pflanzenteile werden zerkleinert, mit 
destilliertem Wasser versetzt und ausgekocht; der erhaltene Extrakt wird 
filtriert.!) Da die Oxydase durch Kochen zerstört worden war, so ist das 
erhaltene Filtrat mehr oder weniger farblos. Da aber die Chromogene 
vieler Pflanzen bereits durch Zerkleinerung der Objekte zu den Pigmenten 
oxydiert werden, so ist es oft notwendig, große Stücke der zu unter- 
suchenden Pflanzen in kochendes Wasser hineinzubringen, und zwar nicht 
viele auf einmal, damit die Temperatur des Wassers nicht herabgesetzt 
wird; nach dem Auskochen werden die Pflanzen fein zerkleinert und wiederum 
ausgekocht. Nur auf diese Weise erhält man aus manchen Pflanzen farb- 
lose Chromogenlösungen. Die Oxydation der erhaltenen Chromogene zu den 
entsprechenden Pigmenten wird durch Zusatz der nach der Methode von 
Chodat und Bach aus Meerrettich dargestellten Peroxydase und ein paar 
Tropfen verdünnter (05—1:0°/,) Wasserstoffsuperoxydlösung erzielt. Bei 
Gegenwart von einem Chromogen findet schnell eine Färbung des Filtrates 
statt. Meistens tritt Rotfärbung auf (14. Ruber, oder 13. Purpureus nach 
den Tabellen von Saccardo 2), die sodann in eine braune Färbung über- 
geht (19. Laterieius oder 20. Badius). Seltener tritt Lila- oder Violettfärbung 
auf (49. Lividus, 12. Atropurpureus oder 6. Tumosus), die alsdann ebenfalls 
in Rot- und Braunfärbung übergeht. Das Auftreten der .Rotfärbung wird 
durch Zusatz von ein paar Tropfen verdünnter Essigsäure befördert; ein Über- 
schuß der Säure wirkt dagegen schädlich. Die Reaktion wird durch Sodazusatz 
stark stimuliert; in diesem Falle tritt sofort dunkelbraune Färbung auf. 

Die mit den Blättern von Rumex Patientia ausgeführten Versuche 3) 
haben dargetan, daß die Ernährung der Blätter mit Zuckerlösungen in 
Dunkelheit (oder noch besser im Lichte) eine Anhäufung der Chromogene 
herbeiführt. Die Atmungschromogene sind im Pflanzenreiche sehr verbreitet. 
Für Vorlesungsversuche sind folgende Objekte besonders zu empfehlen: 
Keimlinge von Vieia Faba, grüne oberirdische Rhizome von Polypodium 
nervifolium, Polypodium leiorhizon, Radix Filicis maris, Zweige von Biota 
orientalis oder Thuja oceidentalis und Cortex Chinae ruber. 

Für die Oxydation der Chromogene von Hymenomyceten muß 
man Tyrosinase anwenden. 

In vielen Fällen kann man den Nachweis der Chromogene mit Hilfe 
der Methode von Molisch +) liefern. 

Die zu untersuchenden Pflanzenteile werden in eine Glasglocke hinein- 
getan, in der sich ein mit Chloroform gefülltes Gläschen befindet. Durch 


') Palladın, Die Verbreitung der Atmungschromogene bei den Pflanzen. Berichte 
d. Deutsch. botan. Gesellsch. Bd. 26a. S. 378 (1908). 

?®) P. A. Saccardo, Chromotaxiaseunomenclator eolorum. Editio altera. Patavii 1894. 

®) Palladin, Über die Bildung der Atmungschromogene in den Pflanzen. Berichte 
d. Deutsch. botan. Gesellsch. Bd. 26a. S. 389 (1908). i 

*) H. Molisch, Wiesners Rohstoffe des Pflanzenreiches. 2. Aufl. Bd. 1. 8. 423. 
Leipzig 1900. ; 
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Chloroformdampf werden die Pflanzen getötet, da aber nach dem Absterben 
der Pflanze die Tätigkeit der analysierenden und oxydierenden Enzyme 
diejenige der synthesierenden und reduzierenden Enzyme übertrifft, so 
findet eine Oxydation der Chromogene statt. Die Oxydation der Chromogene 
erfolgt meistens sehr rasch, so daß auf einmal endgültige Braunfärbung 
auftritt und die intermediäre Rotfärbung vermißt wird. Nur wenige Pflanzen 
liefern dauerhafte Farbstoffe. So färbt sich Schenkia Blumenaviana !) hoch- 
rot und Aloe soccotrina*) dunkelrot; diese Färbung rührt von einer Oxy- 
dation des Aloins her. Blätter von Polygonum tinetorium nehmen eine 
blaue Färbung auf, die von einer Bildung des Indigotins herrührt. Man 
kann aus der genannten Pflanze ein schönes Dauerpräparat bereiten; zu 
diesem Zwecke zieht man das Chlorophyll mit Alkohol aus. Das Präparat 
wird im Alkohol aufbewahrt. 

In einigen Pflanzen findet eine Anhäufung des Chromogens nur nach 
erfolgter Autolyse unter sterilen Verhältnissen statt. So verhalten sich z. B. 
Weizenkeime und etiolierte Blätter von Vicia Faba. Die Chromogene sind 
also häufig an andere Stoffe gebunden. Solche Verbindungen hat Palladin 
als Prochromogene bezeichnet.3) 

Auch in lebenden Pflanzen ist beim Überwiegen der oxydierenden 
Vorgänge eine Oxydation der Chromogene zu den. Pigmenten möglich. 
Darauf beruht die Frühlings- und die Herbstfärbung der Blätter. Auch die 
blaue bzw. rote Färbung der Blüten ebenso wie die bei den Verletzungen 
auftretende Rotfärbung sind auf analoge Ursachen zurückzuführen. 

Die chemische Struktur der meisten Chromogene ist zurzeit noch 
wenig untersucht. Nach den gegenwärtig bekannten Tatsachen sind die 
Chromogene den aromatischen Verbindungen beizuzählen. Eine Ablagerung 
der Chromogene findet in Form von Glukosiden statt. 


') H. Molisch, Über ein neues, einen karminroten Farbstoff erzeugendes Chromogen 
bei Schenkia Blumenaviana. Berichte d. Deutsch. botan. Gesellsch. Bd. 19. S. 149 (1901). 

®) H. Molisch, Milchsaft und Schleimsaft der Pflanzen. S. 105. Jena 1901. 

») Palladin, Über Prochromogene der pflanzlichen Atmungschromogene. Berichte 
d. Deutsch. botan. Gesellsch. Bd. 27. S.101 (1909). 


L. Methoden zur Bestimmung der Exkrete bei der 
Atmung der Bakterienzelle. 


Von Julius Stoklasa, Prag. 


Die normale Atmung, d. h. die Aufnahme von Sauerstoff und die Ab- 
gabe von Kohlensäure, ist in den meisten Fällen eine allgemeine Stoff- 
wechselerscheinung der lebendigen Bakterienzelle. Kohlendioxyd und Wasser 
sind stets die Produkte der Atmung einer jeden Bakterienzelle. Neben 
diesen kann man aber unter den gasförmigen Exkreten noch Methan, 
Wasserstoff, Schwefelwasserstoff, Ammoniak und Stickstoff konstatieren. 
Diese Exkrete entstehen bei dem Abbau der Kohlenhydrate und bei der 
Destruktion der spezifischen Eiweißverbindungen, sowie der Nitrate, 
Nitrite und Sulfate. Der Charakter der Exkrete bei den bioönergetischen 
Umsetzungen hängt sehr viel von der Art der Bakterien und von der Be- 
schaffenheit der Nährlösung ab. 

Bei genauerer Erwägung der Lebensvorgänge der Bakterienzelle er- 
scheint es als wahrscheinlich, daß die aörobe Atmung eine sekundäre Er- 
scheinung ist; der primäre Vorgang ist die intrazellulare Bewegung der 
Atome im lebenden Molekül, verbunden mit der Umlagerung von Sauer- 
stoff innerhalb des Moleküls. Die Lebensenergie, die bei diesem anaero- 
biotischen Prozesse verfügbar wird, ist ein Produkt der Hydrolyse und der 
Wanderung des Sauerstoffatoms. Die anaöroben Atmungsprozesse können 
als ein Verbindungsglied der gewöhnlichen Atmung und Gärung bezeichnet 
werden. 

Bei der Atmung der obligaten Aörobionten konnte ich überall Kohlen- 
dioxyd, Methan, Wasserstoff !), Schwefelwasserstoff, Ammoniak und Stick- 
stoff in elementarer Form konstatieren. 

Stickstoffmonoxyd ?) wollten Schlösing, Gayon und Dupetit und Tacke 
bei der Nitratgärung beobachtet haben. Nach meinen Untersuchungen war 
aber daselbst Stickstoffmonoxyd nicht festzustellen. 


!) Die Bildung von Kohlendioxyd, Methan, Wasserstoff, Ammoniak und Schwefel- 
wasserstoff wurde bei der a@öroben Atmung des Bacterium coli commune, Bacterium 
laetis aörogenes und Baeillus aceticus ete. beobachtet. 

?) Die kleinen Mengen von Stiekstoffdioxyd (NO), Stiekstofftrioxyd (N, O,) und 
Stickstofftetroxyd (N, O,), welche bei der Nitratgärung entstehen, können wir ebenfalls 
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Bei der Atmung der obligaten Anaörobionten war in Wasserstoff- 
atmosphäre Kohlendioxyd, Methan, Schwefelwasserstoff, Ammoniak, Stick- 
stoff und Stickstoffdioxyd !) nachweisbar; 

in Stickstoffatmosphäre wurde neben Kohlendioxyd Methan, Wasser- 
stoff ?2), Schwefelwasserstoff und Ammoniak vorgefunden. 

Auch eine größere Anzahl der Bakterien, welche zu der III. Gruppe 
gehören, und zwar die fakultativen Anaörobionten, scheiden bei der Atmung 
Kohlendioxyd, eventuell Methan, Wasserstoff, Schwefelwasserstoff, Ammoniak 
und Stickstoff aus. 

Um zu illustrieren, wie groß die Atmungsintensität der Bakterien in 
einem geeigneten Nährmedium ist, führe ich hier einige Beispiele an: 


I. Ana@robiotische Atmung. 


1 g Bakterienmasse von QClostrydium butyricum, auf Trockensub- 
stanz berechnet, atmet durchschnittlich in 24 Stunden 0'511 9 Kohlen- 
dioxyd aus. 

1 g Bakterienmasse von Bacterium Hartlebi, auf. Trockensubstanz be- 
rechnet, atmet durchschnittlich in 24 Stunden 027g Kohlendioxyd aus. 


II. Aörobiotische Atmung. 


1g Bakterienmasse von Azotobacter, auf Trockensubstanz berechnet, 
atmet in 24 Stunden durchschnittlich 127299 Kohlendioxyd aus. 

1g Bakterienmasse von Bacillus mycoides, auf Trockensubstanz be- 
rechnet. atmet in 24 Stunden durchschnittlich 0'213 9 Kohlendioxyd aus. 

Nun schreiten wir zur Schilderung der einzelnen Methoden zur Be- 
stimmung der Exkrete bei der Atmung der Bakterienzelle. 


zu den Exkreten der Atmung der Bakterienzelle rechnen. Nach Tiacke (siehe Landwirt- 
schaftliche Jahrbücher, Bd. 16, 1887; Bd.18, 1889) ist die Zusammensetzung des Gases 
bei der Nitratgärung wie folgt: 


Zusammensetzung des Gases UO, NO N N 
Nach 21 Tagen . . . .„ . 5681 065 38:13 441 
a, a 1'59 48:47 10:50 
5a BEE 0:00 0:00 29:69 


‘) Der Stickstoff in elementarer Form und das Stickstoffdioxyd entstehen bei 
dem Denitrifikationsprozeß, welcher Vorgang als eine Art von anorganischer intramole- 
kularer Atmung zu betrachten ist. Das Stickstofftrioxyd entsteht bei der Reduktion 
des Stickstoffpentoxyds durch Wasserstoff. 

?) Zum Beispiel Kohlensäure und Wasserstoff wurden bei der anaöroben Atmung 
des Clostrydium butyricum, Clostrydium polymyxa, Bacillus amylozyma und Baeillus 
butyrieus beobachtet. Bei der Wasserstoffgärung der Zellulose entsteht neben der Kohlen- 
säure immer Wasserstoff und bei der Methangärung der Zellulose neben Kohlensäure 
stets Methan, wie dies Omelianski durch seine Experimente dargetan hat. 
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I. Apparat von W. Hesse. 


W. Hesse!) hat schon im Jahre 1893 im Laboratorium des Professor 
Dr. Walther Hempel in Dresden probiert, die bei der Atmung der Bakterien 
entstehenden Gase quantitativ zu untersuchen. Im Prinzip war seine Me- 
thode zur Bestimmung der Exkrete bei der Atmung der Bakterien wie folgt: 
Er kultivierte die Bakterien in Gläsern von 50—100 cm3 Inhalt, die 


CI)> 
HER ID -= 


BERRSRTEN 
BERKER 


Fig. 143. 


mit gut eingeschliffenem Stöpsel versehen waren. An letzterem waren zwei 
Kapillarröhren angebracht, deren eine tiefer in das Gefäß hinabreicht und 
dort zur Aufnahme von Watte erweitert ist. Die Kapillaren sind mit Glas- 
hähnen verschließbar. Nachdem der Hahn des Watterohres verschlossen 


1) W. Hesse, Über die gasförmigen Stoffwechselprodukte beim Wachstum der 
Bakterien. Zeitschr. f. Hygiene. Bd. 15. S.17 (1893). — Derselbe, Über den Einfluß der 
Alkaleszenz des Nährbodens auf das Wachstum der Bakterien. Zeitschr. f. Hygiene. 
Bd. 15. S.183 (1893). 
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war, wurde sterilisiert. Jedes Glas erhielt 25 em® eines geeigneten Nähr- 
mediums. Anfangs wurde das Gasgemisch der Kulturgläser mindestens 
täglich untersucht und dann letztere mit Luft oder Wasserstoff durchge- 
waschen. Zur Untersuchung wurden Gasproben mit der Hempelschen Bü- 
rette entnommen und in die Kali- und Phosphorbürette zur Bestimmung 
der Kohlensäure und des Sauerstoffes übergeführt. Der Aufbau der Appa- 
rate ist wie im nachstehenden beschrieben (siehe Fig. 143): 

Der Apparat besteht aus einem kleinen, etwa 50 cm® fassenden Erlen- 
meyerschen Kolben. in dessen Hals nach Art der Drechselschen Wasch- 
flaschen zwei Röhren eingesetzt sind, die durch gut eingeschliffene Glas- 
hähne A. B mit kapillaren Ausflußröhren abgeschlossen werden können. 
Um möglichst große Sicherheit zu erlangen, daß nicht durch das Schmier- 
mittel der Hähne ein Gasaustausch erfolgt, kann man die Hähne auch 
zum Abdichten mit Quecksilber einrichten. Der Stopfen des Kolbens wird 
vermittelst eines Glockenschliffes mit Quecksilber in der Weise abgedichtet, 
wie es die Fig. 143 zeigt. 

In den Kolben wird ein passender Nährboden 5 gebracht und in 
diesen die zu untersuchenden Bakterien durch Impfung emgeführt. Der 
Apparat bietet die Möglichkeit, unter Umständen je nach dem Zwecke der 
Untersuchung die Züchtung in Luft oder in einem beliebigen anderen 
(sase auszuführen, welches man in diesem Falle durch Verdrängung der 
Hähne einführt. Um die beim Versuche auftretenden Gase zu untersuchen, 
verbindet man den Apparat mittelst einer Dreiwegkapillare mit einer 
Hempelschen Gasbürette mit Temperatur- und Barometerkorrektion; die 
untere starke Erweiterung des Meßrohres der Bürette ermöglicht dann, 
die Bürette als Aspirator zu benutzen. Etwa 10 cm® der im Kolben ent- 
haltenen Gase kann man sodann mit Leichtigkeit heraussaugen. 

Hierauf werden diese Gase in der Bürette gemessen und in ganz 
kleinen Absorptionspipetten mit den in Frage kommenden Absorptions- 
mitteln zusammengebracht, wobei man immer durch Anwendung einer Drei- 
wegkapillare jede Spur von Luft ausschließt. Alle Operationen geschehen 
über Quecksilber, die Pipetten sind mit Reagens und Quecksilber gefüllt. 
Da die Apparate sehr klein sind, die Kugeln der Pipetten brauchen höch- 
stens 20 cm® Rauminhalt zu haben, so kann man den Pipetten die Form 
der einfachen Absorptionspipetten geben. 


II. Apparat von E. Godlewski. 


Im Jahre 1896 stellte &. Godlewski!) einen Apparat zur Bestimmung 
der gasförmigen Atmungsprodukte der Bakterien zusammen, welchen er 
sehon damals zu seinen Experimenten bezüglich der durch Bakterien her- 


1) E. Godlewski, O nitryfikaeyi amoniaku i zrödlach wegla podezas Zywienia sie 
fermentöw nitryfikaeyjnych. Rozpraw Wydzialu matematyezno-przyrodniezego Akademii 
Umiejetnosei w Krakowie. T. 30 (1896). — E. Godlewski und F. Polzeniusz, Über die 
intramolekulare Atmung. Extrait du Bulletin de l’Acaddmie des sciences de ÜUracovie. 
Krakau 1901. 
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vorgerufenen Nitrifikation von Ammoniak verwendete. Später benutzte er 
diesen Apparat mit Vorteil auch zu seinen Untersuchungen betreffs Nor- 


Um 


maler und intramolekularer Atmung. 
Dieser Apparat ist wie folgt kon- 
struiert (siehe Fig. 144): 

Den Hauptteil desselben bildet 
ein konischer Kolben A aus dickem 
Glas, welcher von einem aufge- 
schliffenen Helm h geschlossen wird. 
Dieser Helm ist oben mit zwei ein- 
geschliffenen und unter einem 
rechten Winkel gebogenen Röhren «a 
und 5 versehen. In diese Röhren 
können zwei eingeschliffene Ansatz- 
röhren d und ce eingesetzt werden. 
An dem absteigenden Schenkel der 
unter rechtem Winkel gebogenen 
Ansatzröhre c, welche mit 5b ver- 
bunden wird, ist eine Millimeterskala 
vorhanden. Auf diese Weise gibt es an dem Apparate, 
wenn derselbe zusammengestellt ist, drei Schliffschlüsse: 
zwischen dem Halse des Kolbens und dem Helm, zwischen 
den Röhren « und d und zwischen den Röhren 5 und e. 

Alle diese Schliffe werden mit Quecksilber gediehtet. Zur 

Aufnahme des Quecksilbers am Halse des Kolbens dient 

ein Glaskragen, welcher mittelst eines Kautschukringes 

an den Kolben befestigt wird. Zur Aufnahme des Queck- 

silbers für die Dichtung der Verbindungsschliffe der Röhren 

werden kleine Glasmuffeln »2 und m‘ benutzt. welche über 

die Schliffe geschoben werden. Diese Muffeln sind an beiden 

Enden mit durchbohrten, auf die zu verbindenden Röhren 

aufgesetzten Korken geschlossen. Seitlich ist jede dieser J| 
Muffeln mit einer Öffnung zum Ein- und Ausgießen des 1’ 
Quecksilbers versehen. 

Will man am Schlusse des Versuches die Röhren 
auseinandernehmen, um den Apparat zu Öffnen, so braucht 
man nur die Muffeln zu drehen, bis ihre seitliche Öffnung nach unten zu 
liegen kommt, dann fließt das Quecksilber von selbst aus den Muffeln 
heraus. Um die Bestimmungen der Volumina des sich im Apparate an- 


Fig. 144. 
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sammelnden Gases zu ermöglichen, muß zunächst der Volumeninhalt des 
Apparates ein für allemal bestimmt werden. Dies geschieht durch Wiegung 
des leeren Apparates samt dem Helm und dann des mit destilliertem 
Wasser gefüllten. Die Differenz zwischen diesen beiden (Gewichten mit ent- 
sprechender Korrektur für die Temperatur des Wassers gibt das innere 
Volumen des Apparates an. Der Volumeninhalt der Zuschußröhre a und b 
wird mit Quecksilber bestimmt, auch die Millimeterskala an der Röhre e 
wird mit Quecksilber kalibriert. 

Der Gang des Versuches ist folgender: Man gießt in den Kolben A 
100—150 em? Nährmedium, stülpt den Helm, dessen Röhren mit Watte- 
pfropfen geschlossen sind, darüber und sterilisiert das Ganze im Auto- 
klaven. Nach dem Erkalten (im Autoklaven selbst) öffnet man den Kolben 
und impft schnell das Nährmedium mit einer Platinöse. Hierauf schliebt 
man den Kolben wieder mit dem Helm und setzt nach Entfernung der 
Wattepfropfen von den Röhren a und 5 dieselben mit den Ansatzröhren 
d und e in Verbindung. Die Röhre d ist vorher etwas ausgezogen worden, 
damit sie bei endgültiger Schließung des Apparates leichter abzuschmelzen 
wäre, die beiden Ansatzröhren werden an der Flamme sterilisiert. Nach 
Anbringung der Ansatzröhren werden alle drei Schliffe mit Quecksilber 
gedichtet und das Ende der Röhre ce (nach Entfernung des sie schließen- 
den Wattepfropfens) in eine kleine Glasschale g mit Quecksilber getaucht. 
Nun schreitet man zur Evakuation des Apparates. Zu diesem Zwecke wird 
die Röhre d mittelst einer Mischung von Lack und Terpentin mit der 
Bleiröhre o, welche zu einer guten Sprengelschen (Quecksilberluftpumpe 
führt, luftdicht verbunden. 

Jetzt setzt man die Pumpe in Bewegung und läßt sie so lange wirken, 
bis die Höhe des Quecksilbers in der Röhre e und im Manometer der 
Pumpe nur noch um die der derzeitigen Temperatur entsprechende Ten- 
sion des Wasserdampfes vom Barometerstande differiert. Da während des 
Pumpens Luftblasen eine Zeitlang beständig ‘aus dem Nährmedium ent- 
weichen, so dauert die Evakuierung des Apparates ziemlich lange, gewöhn- 
lich etwa 2 Stunden. Nach beendigter Evakuation schmilzt man die Röhre 
d an der ausgezogenen Stelle ab, wodurch der endgültige Abschluß des 
Kolbeninhaltes nach außen bewerkstelligt wird. 

Sodann macht es schon keine große Mühe, den Gang der Kohlen- 
säurebildung bei der intramolekularen Atmung der im luftleeren Raum des 
Apparates befindlichen entwickelten Bakterien quantitativ zu beobachten. 
Es ist klar, daß die aus dem Nährmedium mit entwickelten Bakterien 
entweichende Kohlensäure zunächst in das umgebende Wasser und dann 
aus demselben in den luftleeren Raum diffundieren muß, was natürlich 
das Sinken des Quecksilbers in der Steigröhre ce zur Folge hat. Man braucht 
also nur die Höhe der Quecksilbersäule in der Röhre e, den Barometer- 
stand und die Zimmertemperatur von Zeit zu Zeit abzulesen, um danach 
das jederzeitige Volumen des Gases im Apparat zu berechnen. Gewöhnlich 
nimmt man die Ablesungen täglich vor. 
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Wenn das Gasvolumen im Apparate sich nur wenig vergrößert oder 
wenn man den Versuch aus irgend einem anderen Grunde abschließen will, 
schreitet man zur Analyse des im Apparate angesammelten Grases. 

Um eine Probe dieses Gases für die Analyse zu entnehmen, setzt 
man das zugeschmolzene Ende der Röhre d mit der Bleiröhre der oben 
erwähnten Luftpumpe in Verbindung, läßt die Pumpe spielen, und wenn 
das Quecksilber im Manometer der Pumpe auf die Höhe des Barometer- 
standes gestiegen ist, und das charakteristische Geräusch des fallenden 
Quecksilbers das Vakuum in der Pumpe anzeigt, setzt man ein mit Queck- 
silber gefülltes Eudiometer auf den Auslauf der Pumpe auf, brieht mit 
einer Zange die abgeschmolzene Spitze der Röhre d ab, und läßt durch 
weiteres Pumpen eine gewisses Quantum Gas aus dem Apparate in das 
Eudiometer steigen. Der Sicherheit halber hat man immer wenigstens zwei 
(sasproben aus dem Apparate entnommen und analysiert. 

Die in gasförmigem Zustande im Apparat angesammelte Kohlensäure 
stellt aber noch nicht die ganze Menge der von den Bakterien gebildeten 
Kohlensäure dar. Ein Teil der Kohlensäure bleibt ja im Nährmedium 
gelöst und muß mittelst einer speziellen Methode bestimmt werden. Nach 
Beendigung des Versuches wird der Inhalt des Versuchskolbens vorsiehtig 
in einem !/, -Kolben abgegossen, der Kolben mit kaltem Wasser gut ausge- 
waschen, damit nichts vom Nährmedium zurückbleibt und sodann in 500 em3 
der Lösung die Kohlensäure, die Milchsäure, der Alkohol ete. bestimmt. 

Die hier geschilderten Apparate wurden nach Godlewskis Angaben von der 
Firma Müller früher Geisler in Bonn in verschiedenen Größen hergestellt. 

Dieser Apparat läßt sich auch zur Bestimmung der Exkrete bei der 
a&roben Atmung benutzen, denn er bietet die Möglichkeit, sowohl die 
Menge des absorbierten Sauerstoffes als auch die der ausgeschiedenen 
Kohlensäure gleichzeitig zu bestimmen, und zwar dadurch, daß in den 
Apparat ein kleines Gefäß) mit einem gewissen Quantum von Kalium- 
hydroxydlösung gestellt wird, in welchem alsdann die absorbierte Kohlen- 
säure bestimmt wird. Nachdem wir nun annehmen können, daß die Kohlen- 
säure durch Kaliumhydroxydlösung absorbiert wird, läßt sich die Sauerstoff- 
abnahme aus der Verringerung des Gesamtvolumens der Gase im Apparat 
berechnen. Diese Verringerung kann man leicht an dem Steigen des 
(Quecksilbers in einem seitlich am Apparat angebrachten Manometerröhr- 
chen ablesen. Der absorbierte Sauerstoff wird durch neuen, welcher nach 
Bedarf durch dasselbe Röhrchen direkt aus der Sauerstoffbombe in den 
Apparat eingeleitet wird, ersetzt. 


Modifikation des Godlewskischen Apparates von Krzemieniewski. 


S. Krzemieniewski‘) änderte die Godlewskischen Apparate etwas ab, 
weil dieselben nach seiner Ansicht den Fehler besitzen, daß sie die An- 


') S. Krzemieniewski, Untersuchungen über Azotobacter chroococeum Beij. Ex- 
trait du Bulletin de l’Academie des sciences de Cracovie. Classe des sciences mathe- 
matiques et naturelles. Novembre 1908. 
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wendung größerer Kaligefäßchen nicht gestatten. In den von Krzemieniewski 
angestellten Versuchen mit Bakterienkulturen mußten diese (Gefäbe aus 
diesem Grunde von Zeit zu Zeit umgewechselt werden, da sonst bei längerem 
Stehen im Apparate die Kohlensäureabsorption infolge der vollständigen 
Sättigung der geringen Mengen von Kalihydrat. gänzlich hätte aufhören 
müssen. Aus diesem Grunde konnte man sich auch ohne Wechsel der 
Kaligefäße keinen genauen Begriff von der Sauerstoffabsorption machen, 
anderseits wäre auch die Kohlensäureansammlung in dem Gasgemisch der 
Apparate nicht ohne Einfluß auf die Entwicklung der Kulturen gewesen. 


C 


Fig. 145. 


Nachdem man durch das Wechseln der Absorptionsgefäßchen immer der 
(sefahr ausgesetzt ist, eine Infizierung der Bakterienkulturen herbeizuführen, 
versuchte Krzemieniewski durch Modifikation der Godlewskischen Apparate 
auf einmal größere Mengen von Kaliumhydroxyd in dieselben einzuführen. 

Die von Krzemieniewski abgeänderten Apparate (siehe Fig. 145) be- 
stehen im wesentlichen aus einer mäßig großen, flachen Glasglocke A, 
welche an eine runde Glasplatte B möglichst genau angeschliffen ist. Ebenso 
wie der Helm bei dem Godlewskischen Apparat ist die Glocke mit Röhrchen 
versehen, von denen jedoch die eine sich nicht verjüngt und zugeschmolzen 
ist, sondern von einem mit Quecksilber gedichteten Glashahn (0) ge- 
schlossen wird. Diese Apparate verhüten zwar von außen eine Infizierung 
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der Kulturen während des Versuches, können aber selber eine Infizierung 
herbeiführen, wenn sie nicht gehörig: sterilisiert sind, was mit erheblichen 
Schwierigkeiten verbunden ist. Krzemieniewski hat die Sterilisierung derart 
vorgenommen, daß er die Apparate möglichst sorgfältig mit Sublimat, 
Alkohol ete. ausgewaschen und sie schließlich mit einer Bunsen-Flamme 
durchgestreift hat. Nach der Zusammenstellung des Apparates wird die 
Glocke über der Glasplatte ein wenig emporgehoben, und zwei auf einem Unter- 
satz ruhende flache Gefäßchen, das eine mit der zusammen mit dem Gefäß 
sterilisierten Nährlösung, das andere unter den Untersatz mit konzentrierter 
Kalilauge hineingeschoben. Nach Infizierung der Nährlösung mit einem 
ausgeglühten Platindraht wird die Glasglocke, deren Rand mit Vaselin 
bestrichen war, auf die Platte aufgedrückt und die Verbindungsstelle von 
Glocke und Platte mit einem Gummiring dicht gemacht. Zum Zwecke einer 
noch sichereren Dichtung des Apparates kann man seinen unteren Teil 
noch in Wasser tauchen, obgleich sich diese Maßnahme bei Ärzemieniewskis 
Versuchen als überflüssig erwiesen hat. 


III. Apparat für die ana&robe Atmung der Bakterien von 
J. Stoklasa. 


Der von Stoklasa!) für die anaörobe Atmung der Bakterien benutzte 
Apparat ist wie folgt arrangiert (siehe Fig. 146): 

In den Zylindern CC befinden sich 500.cm3 der Nährlösung. Die 
Zylinder mit der Lösung werden sterilisiert und im Inkubationsstadium 
eine Woche belassen. Nach dieser Zeit impft man die Zylinder mit einer 
Bakterienart. Durch die Nährlösung wird täglich während 2 Stunden ein 
Strom reinen Wasserstoffgases hindurchgetrieben. 

Der dem Kippschen Apparate entströmende Wasserstoff passiert zu- 
nächst die mit destilliertem Wasser beschickte Waschflasche #4, 0, dann 
die U-Röhre CuO, welche Kupferoxyd enthält, sodann eine mit konzen- 
trierter Natriumhydroxydlösung gefüllte Drechselsche Waschflasche NaOH 
und weiter eine ebensolche dritte und vierte Ps, Ps, welche eine alkalische 
Lösung von Pyrogallussäure (5g Pyrogallussäure in 15cm® Wasser und 
120 9 KOH in 80 cm? Wasser) enthalten, und schließlich eine fünfte Flasche, 
welche mit 0'5°/,iger Sublimatlösung HgUl, beschickt ist. 

Den 40—50 cm hohen Zylinder C von 7—8 cm Durchmesser schließt 
ein gut dichtender Kautschukpfropfen, der 4 cm tief in den Zylinder 
hineinragt. 

Durch den zweimal gebohrten Pfropfen führen zwei Glasröhren, von 
denen die zuleitende (2) bis nahe an die Oberfläche der Nährlösung in 


') Julius Stoklasa, Adolf Ernest, Franz Strahndk und E,Vitek, Beitrag zur 
Kenntnis der chemischen Vorgänge bei der Assimilation des elementaren Stickstoffs 
durch Azotobacter und Radiobacter. Zentralbl. f. Bakteriol., Parasitenkunde und Infek- 
tionskrankheiten. II. Abt. Bd. 21. Nr. 15/16, 20 21 (1908). 

Diesen Apparat benutzte Stoklasa schon vor 10 Jahren zu seinen Experimenten 
bezüglich anaörober Atmung der Pflanzen. 
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den Zylindern reicht, während die ableitende (a) des Liebigschen Kühlers 
K den unteren Rand des Pfropfens um 5 cm überragt. Sie stellen (wie 
aus Fig. 146 ersichtlich) die Verbindung mit zwei kleineren, 11 cm hohen 
Zylindern OHgI, OHgyII von 5 cm Durchmesser her, | 
die eine 4 cm hohe Quecksilberschicht enthalten. | | 
In dem kleinen Zylinder, in den die Ab- | 2 | 
leitungsröhre a führt, mündet eine knieartig ge- f | 
bogene, mit einem Ablaßhahn versehene Röhre r, i 
die in das Quecksilber eintaucht. Die in Queck- 


| 
ı | 
silber tauchenden Röhrenteile sind mit sterili- IH ar | 
sierter Baumwolle gefüllt. Dasselbe gilt von der ke. | 
in die kleinen Zylinder hineinragenden Mündung TAN 
des Zuleitungs- 3 
und Ableitungs- 


rohres a und 2. 
Das Ableitungs- 
rohr reicht bis in 
das Quecksilber 
des zweiten, klei- 
neren Zylinders 
und ist ebenfalls 
mit sterilisierter 
Baumwolle gefüllt. 
Außer dem 
Rohre «a münden, 
wie schon erwähnt, noch zwei andere, knieartig 
gebogene, mit Hähnen versehene Rohre r und r,, 
in diesen Zylinder CHgII; das eine (r,) ver- 
bindet ihn mit den Absorptionsapparaten, während 
das andere (r) zum Heraustreiben des eventuell 
noch zurückgebliebenen Kohlendioxydes dient. 


Fig. 146. 


Die Gase passieren nach dem Austritt aus [_ 
dem Zylinder CHglI zuerst einen Winkler- u! 


schen Absorptionsapparat (H,SO,), der mit 
konzentrierter Schwefelsäure gefüllt ist, dann ein 
35cm hohes, 25 cm weites U-Rohr (CuSO,) mit 
Kupfervitriolbimsstein, ferner ein zweites U-för- 
miges Rohr (CaCl,), welches Chlorcaleium enthält, 
das häufig erneuert wird. Das völlig getrocknete 
Kohlendioxyd passiert zuerst eine U-Röhre 
(Na,Ca0,), welche mit ausgeglühtem Natronkalk 
gefüllt ist, sodann den mit Kaliumhydroxyd 
(Lösung 2:3) gefüllten Geißlerschen Apparat. Um die aus diesem ent- 
weichende, ganz unbedeutende Menge Wassers und Kohlendioxyds aufzu- 
fangen, sind weiter mit festem Kaliumhydroxyd und Caleiumchlorid ge- 


ee 
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füllte U-Rohre (CaCl;, + KOH) vorgelegt. Weiter rückwärts befindet sich 
noch ein U-förmiges Schutzrohr, dazu bestimmt, in der Luft enthaltenes 
Kohlendioxyd (und Feuchtigkeit) zu absorbieren. Es ist mit Caleiumchlorid 
und Kaliumhydroxyd gefüllt und mit dem Aspirator verbunden. Die beiden 
Apparate Na,CaO,, sowie der Geißlersche Apparat KOH und die Rohre 
CaCl; + KOH werden vor und nach dem Durchleiten der Gase gewogen. 
Hier ist noch zu bemerken, daß der zur anaöroben Atmung benutzte 
Wasserstoff oder Stickstoff vor dem Abwiegen der Absorptionsapparate 
mittelst Durchleitung kohlendioxydfreier Luft entfernt werden muß. Hiezu 
dient, wie aus der Illustration ersichtlich, ein spezielles Arrangement der 
Apparate. 

Die Zylinder (€ und C) samt den Pfropfen, sowie auch ein Teil der 
Rohre tauchen in einen kupfernen Thhermostaten, der (wie aus Fig. 146 
ersichtlich) mit zwei Thermometern und einem genauen Ätherthermoregulater, 
sowie auf beiden Seiten mit Glasscheiben versehen ist, um durch letztere 
die Vorgänge in den Zylindern verfolgen zu können. Die Zylinder samt 
Stopfen und zugehörigen Rohren sowie der Kühler werden sterilisiert. 

Die Pfropfen der Zylinder werden durch Übergießen mit geschmolzenem 
Paraffin völlig undurchlässig gemacht. Die oberen Öffnungen des kupfernen 
Thermostaten werden vollständig mit Watte verstopft. die mit Karbolsäure 
imprägniert ist. 

Der mit Wasser gefüllte Thermostat ist durch Türen verschlossen, 
so dal) der Zutritt von Licht verhindert erscheint. In 24 Stunden werden 
202 von chemisch reinem keimfreien Wasserstoff durch die Zylinder ober- 
halb der Flüssigkeit durchgetrieben. Bei dieser Anordnung der Apparate 
läßt sich die Temperatur bis auf 40° C steigern. 

Nach dem Versuche, welcher mehrere Tage, ja sogar Monate dauern 
kann, öffnet man den Pfropfen und nimmt eine bakteriologische Unter- 
suchung vor, um sich zu überzeugen, ob man auch tatsächlich während des 
ganzen Versuches mit Reinkulturen experimentiert hat. 

Sodann gibt man den Inhalt beider Zylinder in eine 2 /-Flasche und 
sorgt dafür, daß in denselben keine Bakterienkulturen zurückbleiben, indem 
man die Zylinder gründlich mit kaltem Wasser auswäscht. 

Hierauf werden die Versuchskolben bis zur Marke mit kaltem Wasser 
gefüllt. Dieser ganze Vorgang muß im einem kalten Raume verlaufen, damit 
aus der Lösung keine Kohlensäure entweicht. Die in der Lösung absorbierte 
Kohlensäure wird alsdann in abgemessenen Quantitäten, und zwar immer 
100—200 em? im Kolbeschen Apparate durch Phosphorsäure ausgetrieben 
und sodann gewogen. Die Bestimmung des Kohlendioxyds wird nach der 
Methode Kolbe-Fresenius-Classen ausgeführt, wobei noch zu bemerken ist, 
daß sich vor dem Geißlerschen Absorptionsapparate drei U-förmige Röhren 
befinden, von welchen zwei mit Kupfervitriolbimsstein gefüllt sind, indes 
die dritte Caleiumchlorid enthält. Die in den Absorptionsapparaten während 
des Versuches abgewogenen (Quantitäten von Kohlendioxyd und die im 
Nährmedium nach Beendigung des Versuches festgestellten Kohlendioxyd- 
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mengen geben uns ein Bild der Gesamtmenge des während des ganzen 
Versuches bei einer gewissen konstanten Temperatur ausgeatmeten Kohlen- 
dioxyds. 

Um sicherzustellen, welche Kohlendioxydquantitäten pro 
Gramm der Bakterienkultur ausgeatmet worden waren, empfiehlt 
es sich, nachstehend beschriebene Methode zur Ausscheidung 
der Bakterienmasse aus dem Nährsubstrat in Anwendung zu 
bringen. 

500 em? der Flüssigkeit werden mit Essigsäure angesäuert, dazu so- 
dann verdünntes Natriumacetat zugesetzt, die Flüssigkeit gekocht und dieser 
hierauf verdünnte Eisenchloridlösung langsam zugefügt, und zwar so lange, 
bis sich kein Niederschlag mehr bildet. Die gefällte Bakterienmasse wird 
auf einem gewogenen Filter gesammelt und zuerst mit heißem Wasser, 
hierauf mit sehr verdünnter Salzsäure und neuerlich mit warmem Wasser 
gewaschen, bis keine Eisenreaktion im Filtrat sicherzustellen ist. Dann 
wird die Bakterienmasse zum konstanten Gewicht Beupeknun gewogen und 
der Gesamtstickstoff bestimmt. 

Nach meinen Untersuchungen beträgt das Gewicht an Trockensubstanz 
der Bakterienmasse pro 500cem® der ursprünglichen Nährlösung (welche 
sich in dem Atmungsapparate befindet) jedes Kolbens 0'1—0'8g. Der Ge- 
samtstickstoff der Bakterienmasse pro Trockensubstanz von verschiedenen 
Bakterien beläuft sich auf 8—12°5°),. 

Neben Kohlendioxyd kann man bei der anaöroben Atmung gewisser 
3akterienarten in reiner Stickstoffatmosphäre noch Methan und Wasser- 
stoff nachweisen. Die Bestimmung des Methans und Wasserstoffs erfolgt 
in nachstehender Weise: 

Die Gase, welche sich bei der anaöroben Atmung in Stickstoff- 
atmosphäre in dem Versuchszylinder bilden, werden behufs Bestimmung des 
Kohlendioxyds durch einen chemisch-reinen Stickstoffstrom in die Absorptions- 
apparate hineingetrieben. 

Die Bestimmung des Kohlendioxyds geschieht nach den bereits 
seschilderten Methoden. Sodann wird das kohlendioxyd- und wasserdampf- 
freie Gas mit reinem Sauerstoff gemischt und durch einen Verbrennungs- 
ofen hindurchgetrieben. Die Einrichtung des letzteren ist ganz analog 
jenem, der bei der elementaren Analyse verwendet wird. Das aus dem 
Wasserstoff gebildete Wasser wird in Chlorcaleiumröhren absorbiert. Durch 
die Verbrennung des Methans entsteht Kohlendioxyd und Wasser. Diese 
Menge des gebildeten Kohlendioxyds kann mit Leichtigkeit in beige- 
schlossenen Geißlerschen Apparaten mit Kaliumhydrat festgestellt werden. 

Bei der Bestimmung des Schwefelwasserstoffs muß die Anordnung 
der Absorptionsapparate eine spezielle sein. Die Bestimmung desselben 
wird nach den bereits bekannten Methoden vorgenommen. Das Ammoniak, 
welches durch den Abbau der Eiweißstoffe oder durch die Reduktion der 
Salpetersäure entsteht, findet sich in der Nährflüssigkeit vor und wird 
nach den bereits bekannten Methoden bestimmt. 

Abderhalden, Handbuch der biochemischen Arbeitsmethoden. III. 34 
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Bei der anaöroben Atmung der Bakterien, wo zur Nährlösung als 
Kohlenstoffquelle Monosaccharide, Disaccharide, Pentosen und gewisse Poly- 
saccharide angewendet werden, entstehen immer Alkohol und Fettsäuren. 

Die Bestimmung des Alkohols in sehr verdünnten Lösungen ist schon 
im II. Band dieses Werkes von Dr. Pringsheim besprochen worden. Ich 
erlaube mir aber auf neue Methoden, von welchen in diesem Werk noch 
nichts erwähnt wurde, hinzuweisen, die sich nach meinen Erfahrungen 
sehr gut bewähren. 


Bestimmung des Alkohols nach Stoklasa und Ernest. 


Zum qualitativen Nachweis des Äthylalkohols bedient man sich nach- 
stehender Methoden): 

1. Die empfindliche Jodoformprobe nach Mäntz.?) 

2. Die Reaktion von Berthelot und Baumann. 

Man versetzt die zu untersuchende Flüssigkeit mit Benzoylchlorid 
und zerstört den Überschuß davon durch schwache Kalilauge. Es tritt der 
eigentümliche Geruch des Benzo6säureäthylesters hervor. 

3. Der Alkohol läßt sich qualitativ in dem durch mehrfache Destillation 
gewonnenen Destillate ganz exakt nachweisen, wenn wir den Alkohol durch 
den Oxydationsprozeß in Aldehyd, Essigsäure und Kohlendioxyd verwandeln.) 

Zur Oxydation des Alkohols benutzt man in einem besonders kon- 
struierten Apparat die Chromsäure; die Oxydationsprodukte sammelt man 
sodann in mittelst Eis gekühltem Wasser unter Berücksichtigung der ent- 
weichenden Kohlensäure, welch letztere in Absorptionsapparaten zur Be- 
stimmung aufgefangen wird. 

Zum Nachweis des Aldehyds verwendet man eine ammoniakalisch- 
alkalische Silberlösung, welche schon von Spuren von Aldehyd reduziert 
wird (Bildung eines Silberspiegels). Weiters dienen zum Nachweis des 
Aldehyds nachstehende Reaktionen: 

1. Bildung von Aldehydharz durch Erhitzen mit konzentrierter NaOH. 

2. Die Reaktion mit Neßlers Reagens nach Crismer. 

3. Die Jodoformprobe nach Lieben. 


Die quantitative Bestimmung des Alkohols.*) 


Die quantitative Bestimmung des Alkohols wird durch Verbrennung 
in einem von uns speziell dazu konstruierten Apparate ausgeführt. (Siehe 
Fig. 147.) 


‘) Julius Stoklasa, Adolf Ernest und Karl Chocensky, Über die glykolytischen 
Enzyme im Pflanzenorganismus, Hoppe-Seylers Zeitschr. f. Dhysal Chem. Bd. 50. Heft 4 
und 5 (1907). 

?) Müntz, Annal. de chim. et de phys. Ser. 5. Bd.13 (1878). 

®) Georg Landsberg, Über den ak tierischer Organe) Hoppe-Seylers 
Zeitschr. f. physiol. Chem. (1904). 

*) Der Alkohol entsteht bei der ana&roben Atmung vieler Bakteriengruppen, wie bei 
den Ammonisationsbakterien, Denitrifikationsbakterien und Desulfurationsbakterien ete. 
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Der Apparat ist im Prinzip ein 
Verbrennungsrohr von nachstehender 
Einrichtung: 

Ein kupfernes Rohr (R) vom Ka- 
liber 25em und 60 em Länge, welches 
mit drahtförmigem Kupferoxyd gefüllt 
ist. ist an beiden Enden mit Büchsen- 
kühlern (BB) versehen. Von einer Seite 
fügt sich an das, Rohr mittelst eines 
Kautschukschlauches ein ca. 200 em’ 
fassender Erlenmeyer-Kolben (4A) an, 
der mittelst eines Quetschhahnes von 
dem Rohre R getrennt werden kann. 
Auf der anderen Seite ist das Verbren- 
nungsrohr durch Kautschuk mit einer 
Glasröhre verbunden. die mit einem 
doppelt gebohrten Hahn (K) versehen 
ist, so daß dieser | 
in der einen Stel- 2 1 @ 
lung (mit I’ be- eos 
zeichnet) die Ver- 
bindung mit dem 
Kolben C herstellt, 
der mit dem Rück- 
flußkühler (Ch) 
versehen ist. An 
letzteren schließt 
sich die Armatur der Aus- 
trocknungsapparate (Z, und 
L,) mit _ wasserfreiem 
Kupfersulfat und Calecium- 
chlorid und des weiteren 
einesteils die Absorptions- 
apparate für die Gewichts- 
bestimmung von CO, 
(N Natronkalk, @G ein 
(reißlerscher Apparat mit 
konzentrierter Kalilauge, 
UÜUSicherungsrohr mit Cal- 
ciumchlorid, letzteres ent- 
hältauch zur Hälfte Natron- 
kalk), andernteils ein direkt z 2 
zum Aspirator führendes 
Zweigrohr (V), welches mit ==. 
einem einfach gebohrten 


Pig. 147. 
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Hahn (K,) versehen ist. Der Hahn K mit doppelter Bohrung kann auch 
so gestellt werden, daß durch diese Stellung (mit // bezeichnet) das Ver- 
brennunesrohr abgetrennt und die Verbindung mit den Waschflaschen P, 
(Barytwasser), P, P; (konzentrierte Kalilauge zur Zufuhr der CO,-freien Luft) 
hergestellt wird. Um das Rohr R in Glühhitze zu versetzen, benutzt man 
ein System Bunsenscher Flammen mit Flachbrennern. 

Der Vorgang bei der Arbeit ist der folgende: 

1. Werden soweit als möglich alle Fehler, die vorkommen könnten, durch 
Absorption des in dem Apparat bereits vorhandenen CO, ausgeschieden. 

In beide Erlenmeyer-Kolben (A und C) wird etwas destilliertes 
Wasser (ca. 20 cm) gegeben, an das Verbrennungsrohr angeschlossen, 
der Quetschhahn bei dem Kolben A geöffnet, dem Hahn (K) die Stellung 
(ID) gegeben und durch die Nebenleitung bei gleichzeitigem Öffnen des 
Hahnes (K,) der Aspirator in Tätigkeit versetzt, wobei man das Wasser 
in beiden Kolben erhitzt, bis es zu sieden anfängt; der Sud wird etwa 
5 Minuten lang währen gelassen. Dann löscht man die Flammen aus, 
sperrt den Quetschhahn bei Kolben (4) ab und entzündet die Flammen 
unter dem Verbrennungsrohr. Nach einer Weile löscht man auch diese 
Flammen aus, gibt sodann dem Hahn Ä die Stellung // und läßt durch 
Kolben © kohlendioxydfreie Luft durchleiten. 

2. Die eigentliche Verbrennung: 

Der Kolben A wird abgenommen, ein bestimmtes Volumen einer unter- 
suchten wässerigen alkoholischen Lösung hineingetan und wieder eingestellt. 
Ist das Verbrennungsrohr bereits bis zur Weißglühhitze erhitzt, so wird die 
Nebenleitunge (V) zum Aspirator durch den Hahn (K,) abgesperrt, die 
Hähne der Absorptionsapparate für CO, sowie der Quetschhahn bei Kolben 
(A) geöffnet und die untersuchte Lösung mäßig (bis zu mäßigem Kochen) 
so lange erhitzt, bis ®/, des ursprünglichen Volumens abgedampft sind. Im 
Kolben © sammelt sich kondensiertes Wasser an und das durch die Ver- 
brennung des Alkohols entstandene CO, wird -durch den Aspirator in die 
Absorptionsapparate abgesaugt. Nachdem das angegebene Volumen abge- 
dampft ist, gibt man dem Hahn (X) die Stellung (ID), verlöscht die Flammen 
unter dem Verbrennungsrohr, stellt den Kolben (A) ab, damit er infolge 
des durch Auskühlen entstehenden Vakuums nicht springt, und erhitzt den 
Inhalt des Kolbens © unter mäßiger Durchleitung von CO,-freier Luft bis 
zum Kochen, welches 5 Minuten unterhalten wird. Dann löscht man ein- 
fach die Flamme aus, schließt sofort die (vor dem Versuch gewogenen) 
Absorptionsapparate, wiegt in üblicher Weise das CO, und berechnet die 
ihm äquivalente Menge Äthylalkohol. Es empfiehlt sich, den Inhalt des 
Kolbens C im voraus auf Alkohol respektive Oxydationsprodukte zu dem 
Zwecke zu untersuchen, um sich zu überzeugen, ob derselbe vollständig 
verbrannt wurde. Vor jeder neuen Verbrennung muß man natürlich das 
eventuell reduzierte Kupferoxyd durch einen Luftstrom bei Weißglühhitze 
oxydieren. w 

Eine Bestimmung bei 50 cm3 Lösung dauert 3—4 Stunden. 
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Nachstehend führe ich einige Resultate an, die wir durch Verbrennen 
bestimmter, im voraus festgestellter Mengen absoluten Alkohols erhalten 
haben. Der absolute Alkohol wird aus verkäuflichem 99°/,igen Alkohol durch 
Destillation mit wasserfreiem Caleiumoxyd in eine mit etwas‘ wasserfreiem 
Kupfersulfat gefüllte Flasche dargestellt. Der Alkohol wird gewogen. 

Es werden 13529 absoluter Alkohol abgewogen, mit Wasser auf 
1000 em® verdünnt und in 50 cm® der Alkohol bestimmt. 

Durchschnitt aus drei Verbrennungen 012839 CO,, was 00672 y 
Alkohol oder 99°49°/, der ursprünglich verwendeten Menge entspricht. 

200 cem® derselben Lösung werden auf 1000 cm® verdünnt und in 
50 cem® dieser verdünnten Lösung wird der Alkohol bestimmt. 

Durchschnitt aus drei Verbrennungen 00260 g CO, entspricht 0'0136g 
Alkohol oder 100°74°/, des verwendeten Alkohols. 

Von der letzterwähnten Lösung werden 100 em abpipettiert. 

Durchschnitt aus zwei Verbrennungen 0:0504 9 CO, entspricht 0'0264 y 
Alkohol oder 97°9°/, des verwendeten Alkohols. 

In den angeführten Fällen wurden jedesmal ®/, des ursprünglichen 
Volumens abgedampft. 

Von derselben Lösung werden 100 cm3 abpipettiert und nur die Hälfte 
des ursprünglichen Volumens abgedampft. 

Durchschnitt aus zwei Verbrennungen 0'0449g CO, entspricht 0°0235 y 
Alkohol oder 87°03°/, des verwendeten Alkohols. 

Es werden 1'9723 g Alkohol abgewogen, auf 500 cm? verdünnt und 
in 50 cm® der Alkohol bestimmt; abgedampft werden ®/, des ursprüng- 
lichen Volumens. 

Durchschnitt aus zwei Verbrennungen 0°37889 CO, entspricht 01986 9 
Alkohol oder 100°71°/, des verwendeten Alkohols. 

Von derselben Lösung werden 50 em3 abpipettiert, mit 50 cm? Wasser 
verdünnt und bis auf !/, des ursprünglichen Volumens abgedampft. 

Durchschnitt aus zwei Verbrennungen 03705 9 CO, entspricht 0'1943 9 
Alkohol oder 98°53°/, des verwendeten Alkohols. 

Abgewogene 27035 y Alkohol werden auf 500 cm? verdünnt, in 50 cm’ 
der Alkohol bestimmt, ®/, des ursprünglichen Volumens abgedampft. 

Durchschnitt aus zwei Bestimmungen 052029 CO, entspricht 027259 
Alkohol oder 100°91°/, des verwendeten Alkohols. 

Von derselben Lösung werden 50 cm? abgewogen, 50 em? Wasser zu- 
gesetzt und auf !/, der ursprünglichen Lösung abgedampft. 

Durchschnitt aus zwei Bestimmungen 0°5096 9 CO, entspricht 026729 
Alkohol oder 98'85°/, des verwendeten Alkohols. 

Aus den hier angeführten Daten ist ersichtlich, dal) man mindestens 
/, des ursprünglichen Volumens der Lösung zur Verdampfung bringen 
muß, soll man die Gewißheit erlangen, daß tatsächlich der gesamte Alkohol 
bereits verdampft ist. Man sieht ferner, daß bei Beobachtung aller Vor- 
sichtsmaßregeln sehr günstige Resultate erzielt werden, aus welchen man 
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in Verbindung mit der piknometrischen Bestimmung auf das Vorhanden- 
sein und die Menge des Alkohols schließen kann. 

Wird der Alkohol nach Reischauer- Aubry, und zwar durch sechsfache 
fraktionierte Destillation je abwechselnd aus schwach alkalischer und schwach 
saurer Lösung bestimmt, so kann man durch 
Verbrennen und Bestimmen des CO, gegenseitig 
die Richtigkeit der piknometrischen Bestimmung 
kontrollieren, was bei Ermittlung kleiner Mengen 
Alkohol unerläßlich ist. 


IV. Apparat für die a&robe Atmung der 
Bakterien von J. Stoklasa.!) 


Die Anordnung der Versuchsapparate bei 
vollem Sauerstoffzutritt (siehe Fig. 148) wird in 
derselben Weise durchgeführt, wie das bei der 
Anaörobiose gezeigt wurde. Nur ist der Unter- 
schied der, daß die Bakterienkulturen in einen 
Fernbachschen Kolben zur Entwicklung gebracht 
werden, welcher mit vier Drechselschen Wasch- 
flaschen verbunden ist, von denen die erste mit 
einer konzentrierten Sublimatlösung, die zweite 
und dritte mit einer konzentrierten Natrium- 
hydroxydlösung und die vierte mit sterilisiertem 
destillierten Wasser beschickt ist. Den Drechsel- 
schen Waschflaschen legt man einen Zylinder 
mit sterilisierter Baumwolle vor. Die Luft passiert 
zuerst einen mittelst sterilisierter Baumwolle 
gefüllten Zylinder, dann die Sublimatlösung, dann 
die Lösung von Natriumhydrat, endlich die 
Flasche mit sterilisiertem Wasser, bevor sie in 
den Fernbachschen Kolben gelangt, wobei die 
Zuführungsröhre das Niveau der Flüssigkeit im 
Kolben nicht erreicht. 

Der Teil A des Apparatarrangements wird 
in einen geräumigen Thermostat gestellt und 
die Temperatur des letzteren konstant erhalten. 
Den Teil 5 des Apparatarrangements plaziert 
man neben den Thermostaten auf dem Tisch. 

Täglich werden 202 Kohlendioxyd, Ammo- 
niak, Salpetersäure und keimfreie Luft durch die 
Kolben oberhalb der Flüssigkeit durchgetrieben. 


"SFr did 


‘) Julius Stoklasa, A. Ernest, F. Strandk und E. Vitek, Beitrag zur Kenntnis 
der chemischen Vorgänge bei der Assimilation des elementaren Stickstoffs durch Azoto- 
bacter und Radiobacter. Zentralbl. f. Bakteriol., Parasitenkunde und Infektionskrank- 
heiten. II. Abt. Bd. 21. Nr. 15/16, 20/21 (1903). 
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Je nach der Größe der Fernbachschen Kolben werden 250-500 em® der 
Nährlösungangewendet. Jedesfalls muß man für einen hinreichenden Sauerstoff- 
zutritt zur Nährflüssigkeit Sorge tragen. Dies ist aber nur dann möglich, 
wenn die Nährflüssigkeit eine Schichte von einigen Millimetern Höhe bildet 


£ 


4 


Fig. 149. 


und wenn die bei der Atmung entwickelten Gase täglich durch Absaugen 
entfernt werden. 

In Fig. 149 finden wir einen von Stoklasa speziell für die aörobe 
Atmung konstruierten Kolben, in welchem 500 cm Nährlösung in Anwen- 
dung gebracht werden können. Diese Menge der Nährlösung findet sich 
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in einer Schichte von einigen Millimetern Höhe vor. Der Kolben kann einen 
Durchmesser im Boden haben von 40—60 em. Es ist natürlich unumgäng- 
lich notwendig, daß man den Versuch bezüglich aörober Atmung der Bak- 
terien in zwei oder drei verschiedenen Arrangements der Apparate vor- 
nimmt, um über größere Mengen der Nährflüssigkeit mit Kulturen zu ver- 
fügen. Die Bestimmung der Gesamtmenge des ausgeatmeten Kohlendioxyds, 
Methans. Wasserstoffs ete. erfolgt auch hier nach den bei der anaöroben 
Atmung geschilderten Methoden. Der Schwefelwasserstoff und das Ammo- 
niak wird nach speziellen Methoden festgestellt. 


V. Modifizierter Pettenkoferscher Apparat nach R. Kolkwitz. 


Kolkwitz') bediente sich der bekannten Pettenkoferschen Methode, 
wonach zu den Versuchsobjekten kohlensäurefreie Luft zugeführt wird, 
welche nach dem Passieren des Versuchsgefäßes die dort aufgenommene 
Kohlensäure in genügend langen Absorptionsröhren an Barytlauge abgibt. 
Diese Mengen der Kohlensäure können bis auf !/,, mg genau gemessen 
werden. Die teilweise zu Karbonat neutralisierte Barytlauge wird durch 
Oxalsäure titriert, wobei Phenolphtalein als Indikator dient. 

Früher hat man den Luftstrom durch den Apparat gesogen. Kolk- 
witz aber fand, daß es weit größere Vorteile bietet, ihn durchzudrücken. 
Denn selbst bei Verwendung einer großen Saugflasche, die nach dem Ma- 
riotteschen Prinzip konstruiert ist, deren Luftverdünnung Kolkwitz außer- 
dem durch einen elektrischen Regulator am Manometer konstant hielt, ließ 
der Luftstrom mit der Zeit an Geschwindigkeit nach. 

Kolkwitz’ Apparatarrangement war wie folgt: Die austretende Luft 
durchstreicht zwei U-förmig gebogene, mit Bimssteinstückchen gefüllte 
Glasröhren. Um die Kohlensäure der Luft zu absorbieren, sind diese Bims- 
steinstückchen mit konzentrierter Kalilauge, d.h. 56°/,iger, entsprechend 
dem Molekulargewicht getränkt. Der Abschluß der U-Röhren geschieht am 
besten durch Gummistopfen, welche durch Glyzerinverschlüsse gesichert 
sind. Den U-Röhren folgt eine kleine, gleichfalls durch Glyzerin verschlossene 
Pettenkoferröhre, welche mit klarer Barytlösung eefüllt ist, um eine Kon- 
trolle zu haben, daß die mit Alkali getränkten Bimssteinstückchen noch 
absorbieren, und um die Luft noch mehr mit Feuchtigkeit zu beladen. Das 
Glasrohr, welches das zweite U-Rohr mit dem Barytgefäß verbindet, ist im 
Bogen hoch nach oben gekrümmt, damit nicht bei Gelegenheit ein Teil der 
Barytlauge in das mit Bimsstein gefülite Rohr steigt. Die mit Wasserdampf 
gesättigte Luft, welche jetzt nur noch aus Sauerstoff und Stickstoff be- 
steht, durchstreicht nun ein langes Rohr, in welchem sie auf die im Kul- 
turgefäß herrschende Temperatur vorgewärmt wird. Das Ausführungsrohr, 
welches die von den Bakterien kommende, mit Kohlensäure beladene Luft 
zu den Meßröhren führt, steigt am besten erst ca. !/, m empor, denn wenn. 


') R. Kolkwitz, Über den Einfluß des Lichtes auf die Atmung der niederen Pilze. 
Pringsheims Jahrb. Bd. 33 (1899). 
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man bei höheren Temperaturen arbeitet, kondensiert sich beim Abkühlen 
ein Teil des Wasserdampfes, der zurückfließen muß. Es ist sehr vorteil- 
haft, das Zugangsrohr durch Anschmelzen zu verzweigen, und zwar in drei 
Arme, von denen zwei in die abwechselnd in Benutzung kommenden 
Pettenkoferröhren führen, während der dritte als eine öfters nützliche Aus- 
führungsöffnung für gewöhnlich geschlossen bleibt. Während die Barytlauge 
der einen Röhre die ausgeatmete Kohlensäure absorbiert, wird die andere 
gereinigt und frisch gefüllt, damit bei häufigem Wechseln der Röhren (z. B. 
alle 10 Minuten) der Versuch keine Unterbrechung und der Luftdruck im 
Innern keine Veränderung erfährt. Oben an der Kugel des Rohres, die 
auch durch eine schenkelförmige Biegung desselben ersetzt werden kann, 
befindet sich ein gläsernes Ansatzstück zum Einfüllen der Barytlauge. Da- 
mit während des Einmessens die dabei verdrängte Luft austreten kann. 
wird das Einfüllrohr zweckmäßig mindestens viermal weiter im Durch- 
messer gewählt als die Ausflußspitze der Pipette, welche zum Einfüllen der 
Lauge dient. Der Verschluß der Ansatzröhren geschieht sehr einfach durch 
kleine Gummistopfen. Am anderen Ende der Pettenkoferröhren, nach unten 
gerichtet, finden sich die 2-3 mm im Lichten messenden Röhren, welche 
zum Abfüllen der Lauge dienen. Ihr Verschluß ist leicht durch ein Stück- 
chen Gummischlauch zu erreichen, in welchen man ein kurzes, solides 
Glasstäbchen einschiebt. Hat die Pettenkoferröhre eine Länge von ca. 1m 
und einen lichten Durchmesser von 1'2cm bei einer möglichst starken 
Wanddicke, so kann man sicher sein, daß selbst bei intensiver Atmung 
bereits auf halbem Wege die Kohlensäure absorbiert ist. selbst wenn die 
Luftbläschen von wechselnder Größe sind, ein Umstand, der auf das bessere 
Durchrühren der Luft im Kulturgefäß nur günstig wirken kann. Im übrigen 
ist es ein Leichtes, durch eine geeignete Verschnürung an der Stelle, wo 
die Luft den Apparat verläßt, einen ganz regelmäßigen Gang der Luft- 
bläschen zu erreichen. Wenn nämlich die Luft verhindert wird, ruckweise 
auszuströmen, sorgt die Kapillaritätskonstante schon dafür, daß die Luft- 
blasen im richtigen Maß und Tempo abgeschnürt werden. Zur größeren 
Sicherheit kann man, wie es Kolkwitz öfters getan hat, hinter die langen 
Röhren noch ein Kontrollgefäß einschalten. 

Ehe die Luft in die Atmosphäre des Zimmers ausströmt, wird sie 
zur Kontrolle gemessen, einmal deshalb, weil dadurch eventuelle Undichtig- 
keiten und überhaupt Störungen leicht erkannt werden können, und dann, 
weil damit auch Irrtümer in der Zeit ausgeschlossen werden. Die diesem 
Zwecke dienende Gasuhr von S. Elster in Berlin bietet einen Widerstand 
von 2 mm Wasser und gestattet ein bequemes Ablesen von 10 cm®. 

Die von den Bakterien ausgehauchte Luft soll möglichst schnell und 
vollkommen aus dem Kulturgefäß fortgeführt werden, damit keine An- 
häufung von Kohlensäure stattfindet, die etwa Erstickungserscheinungen 
an den Bakterien zur Folge haben könnte. 

Das Kulturgefäß muß rings von Wasser umgeben sein, wenn es 
dessen Temperatur annehmen soll. Die 300—400 em? fassenden Kultur- 
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gefäße befinden sich in einem Blechkasten. Über die Fläche der ersteren 
steht eine ca. !/, cm hohe Wasserschicht. Um eine gleichmäßige Tempe- 
ratur des Wassers und der Kulturgefäße zu erzielen, ist ein Rührwerk er- 
forderlich, weiches das Wasser durchrühren und über das Glasgefäß fort- 
treiben soll. Dieses Rührwerk wird mit Hilfe einer Rabeschen Turbine 
durch den Druck der Wasserleitung getrieben. Ohne kührwerk differiert 
die Temperatur des über dem Kulturgefäß stehenden Wassers von dem 
übrigen um etwa 1°, mit Rühren um 0'04° ©. Der die Kulturen enthaltende 
Blechkasten ist von einem Holzgestell umgeben, welches sich mit Teppichen 
so dicht benageln läßt, daß die Kulturen gut verdunkelt sind. Natürlich 
müssen kleine Öffnungen für den Durchtritt der Zu- und Ableitungsrohre 
und für den Hebel des Rührwerkes freigelassen werden. 

Um sich jederzeit von der konstanten Temperatur des Heizwassers 
überzeugen zu können, benutzte Kolkwitz ein fast 1'/, m langes Thermo- 
meter, welches unten in das Wasser eintaucht, oben aber über den Dun- 
kelraum hinaus in der Luft frei sichtbar ist. 


VI. Apparat von Theodor Pfeiffer und O0. Lemmermann. 


Das schon vielfach benutzte Prinzip, Gase nicht zu messen, sondern 
die entsprechende Quecksilbermenge zu wiegen, bildet die Grundlage für 
den Apparat zur Bestimmung der gasförmigen Stoffwechselprodukte der 
Bakterien, welcher von Theodor Pfeiffer und O. Lemmermann zusammen- 
gestellt wurde. 

Beide Autoren benutzten diesen Apparat, um die Denitrifikations- 
prozesse zu studieren. Die ausführliche Beschreibung dieses Apparates be- 
findet sich in ihrer Arbeit, betitelt „Ein neuer Apparat für gasanalytische 
Untersuchungen“, Landwirtschaftliche Versuchsstationen. Bd. 50. S. 143 
(1898). 


VII. Apparat von Minkman. 


Minkman') konstruierte einen speziellen Apparat zum Auffangen von 
Gärungsgasen mit minimalem Quecksilbervolum und minimalem Queck- 
silberspiegel. Zweck dieses Apparates ist, das Gas oberhalb des Queck- 
silbers zu sammeln und dabei einen so klein wie möglichen Quecksilber- . 
spiegel zu bekommen, um die Bildung des giftigen Dunstes dieses Metalles 
im Apparat und zu gleicher Zeit das Gewicht des Ganzen minimal zu 
machen. Die Konstruktion ist folgende: 

Zu Boden des Glases ist ein eiserner Ring vermittelst einer Gips- 
schicht in der Weise gefestigt, daß nur die drei Haken herausragen. 
Innerhalb des Glases und auf dem Gipsboden wird die Kulturflasche auf- 
gestellt, deren Boden einen horizontalen Kragen mit drei Ausschnitten 


') M. W. Beijerinck und D.C. J. Minkman, Bildung und Verbrauch von Stick- 
oxydul durch Bakterien. Zentralbl. f. Bakteriol., Parasitenkunde und Infektionskrankh. 
II. Abteil. Bd. 25. Nr. 1—4 (1909). 
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hat, welch letztere die Haken des eisernen Ringes durchlassen und bei 
Drehung der Flasche diese durch Bajonettverschluß an dem Boden des 
Glases befestigen, so dab das einzugießende Quecksilber die Kulturflasche 
nicht heben kann. Diese Flasche ist mit aufgeschliffenem, weitem Glas- 
helm abgeschlossen, aus dessen geräumiger Öffnung das Gas, ohne allzu 
sehr überzuschäumen, entweichen kann. Die Gasempfangsglocke paßt ziem- 
lich genau um die Flasche, so daß, wenn das Quecksilber in das Glas ge- 
gossen und durch den Hahn der Empfangsglocke bis zum Rande des Glas- 
helmes aufgesogen wird, nur ein schmaler, ringförmiger Quecksilbermeniskus 
Quecksilberdunst abgeben kann in den schädlichen Raum, welcher von An- 
fang an etwas Luft enthält. Obschon es nicht zu vermeiden ist, daß der 
innere Quecksilbermeniskus sich mit der etwas überschäumenden Kultur- 
flüssigkeit befeuchtet, läßt sich mit dem Apparat doch befriedigend ar- 
beiten. Anstatt Quecksilber kann in diesem Apparat eine gesättigte Chlor- 
ealeiumlösung verwendet werden. 

In anderen Fällen wird die Gärung einfach in einer geschlossenen 
Stöpselflasche eingeleitet und, sobald die Gasentwicklung beginnt, der 
Stöpsel abgenommen und durch einen Gummistöpsel mit Gasableiter er- 
setzt, was leicht ohne Infektion geschehen kann. 


M. Physikalisch-chemische Untersuchung von 
lebenden Zellen und Geweben. 


Von Rudolf Höber, Kiel. 


1. Die Innenspannung von Zellen und Geweben. 


Die Innenspannung setzt sich im wesentlichen aus osmotischem 
Druck und Quellungsdruck zusammen. Es gelang bisher nicht, diese 
beiden Drucke gesondert voneinander genau zu messen, sondern man muß 
sich mit der Bestimmung der Summe, der Innenspannung, begnügen. 
Indessen tritt wenigstens bei Zellen mit großem Zellsaftraum die Bedeutung 
des Quellungsdruckes so weit zurück, daß hier die Innenspannung annähernd 
mit dem osmotischen Druck des Gesamtzellinhaltes zu identifizieren ist. 

Das Prinzip der Hauptmethoden zur Messung der Innenspannung 
ist folgendes: Man bringt die Zellen in Berührung mit verschieden 
konzentrierten wässerigen Lösungen eines Stoffes, für welchen 
die Zellen für die Dauer der Messung praktisch undurchlässig 
sind, und sucht diejenige Lösung auf, in welcher die Zellen eben 
Wasser abgeben. Der osmotische Druck dieser Lösung ist dann 
eben etwas größer als die Innenspannung der Zellen. Man be- 
stimmt nun den osmotischen Druck der gefundenen (hypertoni- 
schen) Lösung nach einer der üblichen Methoden (siehe Band ]). 

a) Die Innenspannung von Zellen. — Steht eine größere Anzahl 
gleichartiger freier Zellen zur Verfügung, so kann man die Innenspan- 
nung so messen, dal) man diejenige der im genannten Sinne indifferenten 
verschieden konzentrierten Lösungen aufsucht. in welchen gerade eine 
Abnahme des Gesamtvolumens der Zellen (als Index der Wasserabgabe) 
zustande kommt. Am geeignetsten für die Bestimmung des Volumens ist 
der Hämatokrit. 

Dieser speziell zur Messung des Blutkörperchenvolumens zuerst von 
Hedin‘) angegebene Apparat besteht aus einer mit Graduierung versehenen 


‘) Hedin, Der Hämatokrit. Skand. Arch. f. Physiol. Bd. 2. S. 134 (1892); Unter- 
suchungen mit dem Hämatokrit. Ebenda. Bd.2. S.360 (1892); Über die Einwirkung 
einiger Wasserlösungen auf das Volumen der roten Blutkörperehen. Ebenda. Bd. 5. 
S. 207 (1895) und Über die Brauchbarkeit der Zentrifugalkraft für quantitative Blut- 
untersuchungen. Pflügers Archiv. Bd. 60. S. 360 (1895); siehe ferner: Gryns, Über den 
Einfluß gelöster Stoffe auf die roten Blutzellen. Pflügers Archiv. Bd. 63. S. 86 (1896). 
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Kapillare, welche mit der die freien Zellen enthaltenden Suspension z. B. 
mit Blut gefüllt und dann in eine Zentrifuge gelegt wird. Die Zellen werden 
nun aus ihrem Medium ausgeschleudert und ihr (Gesamtvolumen an der 
Teilung der Kapillare abgelesen. 

Das Verfahren ist besonders dann angebracht, wenn größere (Quanten 
des natürlichen Suspensionsmittels nicht zur Verfügung stehen. Ist dies 
aber der Fall, so kann man gleich den osmotischen Druck des Suspensions- 
mittels bestimmen und ihn als Maß der Innenspannung der Zellen ansehen, 
da Zellen und Medium meistens sich im Spannungsgleichgewicht befinden. 

Unter den verschiedenen angegebenen Formen von Hämatokriten 
sind die folgenden für den genannten Zweck am meisten zu empfehlen: 

1. Der Hämatokrit von Koeppe') (siehe 
Fig. 150): Er besteht aus einem 7 cm langen, mit 
triehterförmiger Erweiterung endenden Kapillarrohr 
a; das kapillare Stück ist in hundert Teile geteilt. 
Das Rohr kann an seinen Enden durch zwei Kaut- 
schukplättchen b verschlossen werden, welche von 
zwei durch federnde Metallbügel ce miteinander ver- 
bundenen Metallplättchen angepreßt werden. Zur 
Füllung der Kapillare wird an das Trichterende 
des Rohres vermittelst Gummischlauchs eine Pravaz- 
spritze angesetzt und dann die Zellsuspension bis 
zu einem bestimmten Teilstrich der Kapillare an- 
gesaugt; ein durch Einstich gewonnener Bluttropfen 
kann durch ein Blättchen Hirudin (von E. Sacchse & 
Co., Leipzig) ungerinnbar gemacht werden.) Zur 
Bestimmung der Innenspannung der Zellen werden 
mehrere Röhrchen bis zum selben Teilstrich mit 
der Zellsuspension gefüllt, eines wird dann ver- 


schlossen, in die übrigen werden Lösungen verschie- B 
dener Konzentration von Kochsalz, Traubenzucker 
oder Rohrzucker (diese sind in den meisten Fällen Fig. 150. 


genügend indifferent) nachgesogen, so daß die Zell- 

suspension sich im Trichterteil der Röhrchen mit den Lösungen vermischt. 
Nun wird an jedes Röhrchen zunächst unten sein Kautschukplättchen an- 
gedrückt und mit einer Nadel die Zellsuspension im Trichter noch besser 
mit der Lösung vermischt, dann wird auch das Trichterende verschlossen. 
Danach kommen sämtliche Kapillaren in die Zentrifuge und es wird zen- 
trifugiert, bis Zellsäulen von gleichbleibender Höhe ausgeschleudert sind. 


!) Koeppe, Über den (Quellungsgrad der roten Blutscheiben durch äquimolekulare 
Sallzösungen und über den osmotischen Druck des Blutplasmas. Arch. f. Physiol. S. 154 
(1895); siehe ferner: Münchner med. Wochenschr. Nr. 24 (1893). 

?) Siehe Kottmann, Über die Bestimmung der Blutmenge beim Menschen und 
Tier unter Anwendung eines neuen Präzisionshämatokriten. Arch. f. experim. Pathol. 
Bd. 54. 5. 356 (1906). 
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Diejenige Lösung, aus welcher sich eine Zellsäule von derselben Höhe ab- 
gesetzt hat wie aus der unvermischten Zellsuspension, ist mit dem Zell- 
inhalt isotonisch. 

Die Zentrifuge soll gleichmäßig laufen und womöglich 3000 Um- 
drehungen in der Minute machen.!) 

Hämatokritrohre sind von Hugershoff in Leipzig zu beziehen. 

An einem (für die Messung der Innenspannung sonst nicht zu ver- 
wendenden) Hämatokriten von Kottmann ist ein besonders sicherer Ver- 
schluß der Rohrenden angebracht.?) 

2. Das Trichterröhrehen von Hamburger): 
Es unterscheidet sich von dem Koeppeschen Hämatokriten 
besonders durch den Dauerverschluß des Kapillarendes und 
die größere trichterförmige Erweiterung (siehe Fig. 151). 
Die 57mm lange Kapillare faßt bis zum Teilstrich 100 
genau 001 oder 002 cm?, der Trichter ist mit etwa 
025 bzw. 0°5 cm3 Lösung zu füllen. Zwecks Messung der 
Innenspannung füllt man wieder ein Trichterröhrchen nur 
in seinem kapillaren Teil mit der Zellsuspension, in anderen 
Röhrchen füllt man die Trichter mit den verschieden kon- 
zentrierten Lösungen, fügt dann in jedes das gleiche 
Quantum Zellsuspension wie in das erste, setzt auf jedes 
Röhrchen den Ebonitdeckel (siehe Fig. 151) und schüttelt 
um. Dann wird zentrifugiert und die Innenspannung wieder 
so wie beim Hämatokriten von Koeppe ermittelt. Die 
Aufnahme und Übertragung der Zellsuspension in das 
Trichterröhrchen geschieht mit Hilfe einer gradierten 
Kapillarpipette. 

Die Trichterröhrchen werden von Hugershoff in 
Leipzig geliefert. 

Beiläufig sei noch darauf hingewiesen, daß man mit 
Hilfe des Hämatokriten natürlich sowohl die osmotischen 
Drucke kleiner Flüssigkeitsmengen messen als auch unter- 
einander isotonische Lösungen herstellen kann; Gleichheit 
der Volumina gleicher Zell- bzw. Blutkörperehenmengen 
ist in jedem Falle das Entscheidende. 

(Allein zur Messung der Zellvolumina geeignet sind die Hämatokrite 
von Kottmann (l. ec.) und Bönniger.*) 


!) Über eine besonders leistungsfähige Zentrifuge von T'hilenius siehe Koeppe, 
Über das Lackfarbenwerden der roten Blutscheiben. Pflügers Archiv. Bd. 107. S. 183 
(1905) und Über die Volumbestimmung der roten Blutkörperchen durch Zentrifugieren 
im Hämatokriten. Ebenda. Bd. 107. S. 187 (1905). Im übrigen siehe für Zentrifugen 
Bd. 1. S. 116. 

2) Kottmann, |. c. 

®) Hamburger, Kine Methode zur Bestimmung des osmotischen Drucks sehr ge- 
ringer Flüssigkeitsmengen. Biochem. Zeitschr. Ba. 1. S. 259 (1906). 

*#) Bönniger, Die Bestimmung des Blutkörperchenvolumens. Berliner klin. Wochen- 
schrift. S. 161 (1909). 
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Auch bei einzelnen Zellen läßt sich oft der Beginn der Wasserent- 
ziehung durch eine hypertonische Lösung genügend genau feststellen, um 
daraus auf die Innenspannung zu schließen, es gelingt bei allen Zellen 
mit Zellmembran: die Grenzplasmolyse, d.h. das eben merkliche Zu- 
rückweichen des Protoplasten von der Zellwand bei einer bestimmten Kon- 
zentration („Grenzkonzentration“) irgend eines indifferenten Stoffes in der 
die Zelle umgebenden Lösung, dient hier als Kriterium des eben ein- 
setzenden Wasserentzuges und der der Grenzkonzentration entsprechende 
osmotische Druck gibt dann das Maß für die Innenspannung. Da nun eine 
Zellmembran fast ausschließlich bei den Pflanzenzellen vorkommt, so 
beschränkt sich das Anwendungsgebiet der plasmolytischen Methode auf 
diese. | 

Jedoch sind für die Exaktheit der Bestimmung der Innenspannung 
einige besondere Verhältnisse zu berücksichtigen. Erstens muß die 
Grenzplasmolyse längere Zeit bestehen bleiben; andernfalls, d.h. 
wenn sie in einiger Zeit zurückgeht, ist entweder die Bedingung der Semi- 
permeabilität der Protoplasmaoberfläche für den in der plasmolysierenden 
Lösung enthaltenen Stoff nicht genügend erfüllt oder es ändert sich durch 
irgendwelche Reaktionen die Innenspannung.!) Zweitens gibt die plasmo- 
Iytische Grenzkonzentration nur dann direkt die Innenspannung an, wenn 
die Zellwand unelastisch oder nicht elastisch gespannt ist. In vielen Fällen 
ist aber die Zellwand zufolge der herrschenden Innenspannung gedehnt, 
und der bestehende Gleichgewichtszustand ist dadurch definiert, daß die 
Innenspannung gleich dem osmotischen Druck der Außenlösung plus der 
Zellwandspannung („Turgeszenz“) ist. Erhöht man nun den osmotischen 
Druck der Außenlösung nur ein wenig, so tritt zwar Wasser aus der 
Zelle aus, aber es erfolgt keine Plasmolyse, sondern die Zellwand 
entspannt sich nur etwas, umschließt aber auch jetzt noch den Proto- 
plasten eng. Erst wenn nach weiterer Konzentrationssteigerung in der 
Außenlösung die Spannung der Zellwand O0 geworden ist, führt nun eine 
noch weitere geringfügige Vermehrung der Konzentration zur Plasmolyse. 
Die dadurch jetzt ermittelte Innenspannung ist dann offenbar größer als 
die ursprünglich vorhandene, und zwar erößer um das Verhältnis des 
ursprünglichen Volumens der Zelle zum jetzigen Volumen. Man 
sieht also, daß man die ursprüngliche Innenspannung wenigstens berechnen 
kann, und man sieht ferner, daß bei der Anwendung der plasmolytischen 
Methode zu berücksichtigen ist, ob bei Überführung der Zellen in Lösungen 
steigender Konzentration noch vor Eintritt der Plasmolyse eine Volum- 
verringerung zustande kommt. ?) 


') Siehe hierzu: de Vries, Eine Methode zur Analyse der Turgorkraft. Jahrb. f. 
wissensch. Botanik. Bd. 14. S.427 (1887). — Pantanelli, Zur Kenntnis der Turgorregu- 
lationen der Schimmelpilze. Ebenda. Bd. 40. S. 303 (1904). — van Rysselberghe, Reaction 
osmotique des cellules vegetales & la concentration du milieu. M&m. de l’Acad. royale 
de Belg. T.58. p.1 (1899). 

?) Pantanelli, ]. ce. 
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Was die Genauigkeit der plasmolytischen Methode zur Messung 
der Innenspannung anlangt, so folgt aus den Angaben von v. Rysselberghe 
(l. e.), daß eine Druckänderung von 0'23 Atmosphären an der Volumände- 
rung von Protoplasten noch erkannt werden konnte. 

Zur bloßen Orientierung über den Vorgang der Plasmolyse sind nach 
de Vries (l. e.) und Overton‘) als Objekte besonders geeignet: Spirogyra- 
fäden, Wurzelhaare von Hydrocharis morsus ranae oder Trianea bogatensis, 
Zellen aus der Blattepidermis von Tradescantia discolor u. a. 

b) Die Innenspannung von Geweben. Auch die Innenspannung 
eines Gewebes, d.h. eines festen Verbandes von Zellen, läßt sich am besten 
durch den Beginn der Wasserabgabe bei einer bestimmten Konzentration 
in der umgebenden Flüssigkeit bzw. durch das Ausbleiben einer solchen 
bei einer etwas geringeren Konzentration bemessen. Am erfolgreichsten ist 
hier als Kriterium irgend einer Wasserbewegung die Wägung des Ge- 
webes verwendet worden. Bei Froschmuskeln ist z. B. Overton ?) so ver- 
fahren, dal) er durch deren Sehne einen ganz feinen Seidenfaden zog, an 
welchem der Muskel an einer Wagschale aufgehängt werden konnte. Hatte 
der Muskel eine Zeitlang in einer Lösung gelegen, so wurde er nach der 
Herausnahme mit Fließpapier erst vorsichtig abgetrocknet, bevor er in die 
Wage gehängt wurde. Die Wägefehler, welche von ungleichmäßigem Ab- 
trocknen herrühren, betragen bei einem Sartorius, welcher zwischen 15 und 
30 cg wiegt, meist weniger als 025 cg, das Gewicht des Fadens beträgt 
weniger als 1 mg. Es wurde so festgestellt, dab in einer 0'7°/,igen Na Cl- 
Lösung ein Froschmuskel gewöhnlich sein Gewicht nicht verändert, wäh- 
rend er in einer 0'65°/,igen und meist auch in einer 0:675°/,igen etwas 
an Gewicht zunimmt. 

Es ist aber nach Overton?) nicht ganz gerechtfertigt, hieraus den Schluß zu 
ziehen, daß der osmotische Druck einer 0'7°/,igen Na Cl-Lösung die Innenspannung der 
Muskeln repräsentiert. Vielmehr ist die 0'7°/,ige Lösung hypertonisch und eine Lösung 
von weniger als 0'65°/, isotonisch, obgleich der Muskel in dieser Wasser aufnimmt. 
Dies ist wahrscheinlich so zu erklären, daß die zwischen den Muskelfasern befindliche 
Lymphflüssigkeit neben gelösten Stoffen von der Diffusibilität des Kochsalzes auch 
schwer diffusible Stoffe, wie z. B. Eiweißkörper, enthält, welche das Perimysium nicht 
oder schwer passieren können. Wird nun der Muskel in eine Na Cl-Lösung eingelegt, 
welche wirklich sowohl mit dem Muskelfaserinhalt als auch mit der Muskellymphe iso- 
tonisch ist, so wird NaCl, das in der Lösung in höherer Konzentration enthalten ist ° 
als in der Lymphe, in diese hineindiffundieren, ohne daß die schwer diffusiblen Sub- 
stanzen die so erfolgte Konzentrationszunahme durch Herausdiffundieren wieder rück- 


gängig machen. Vielmehr wird ein Ausgleich nur durch osmotischen Eintritt von Wasser 
zustande gebracht. Danach beruht also die Wasseraufnahme von Muskeln in einer fak- 


!) Overton, Über die osmotischen Eigenschaften der lebenden Pflanzen- und Tier- 
zelle. Vierteljahresschr. d. Naturforscher-Gesellsch. in Zürich. Bd.40 (1895) und Über 
die allgemeinen osmotischen Eigenschaften der Zelle und ihre vermutlichen U rsachen und 
ihre Bedeutung für die Physiologie. Ebenda. Bd. 44 (1899). 

?) Overton, Beiträge zur allgemeinen Muskel- und Nervenphysiologie. Pflügers 
Archiv. Bd. 92. S. 115 (1902). 

Dale. SB. 2ab. 
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tisch mit ihrem Protoplasma isotonischen Lösung auf Vermehrung des interstitiellen 
Gewebswassers. 

Hiermit steht in Übereinkunft, daß nach Overton der osmotische Druck des Am- 
phibienblutes in der Tat nicht dem einer 0'7°/,igen, sondern etwa einer 0'65°/,igen 
Na Cl-Lösung entspricht. 

Wie mit Muskeln kann man nach Overton auch mit Leberlappen 
vom Frosch verfahren. Die soeben gemachte Einschränkung für die Exakt- 
heit der Messung der Innenspannung gilt hier aber wegen des höheren 
Eiweißgehaltes der Leberlymph& noch in vermehrtem Maße. 

Auch Blöcke aus der Niere von Säugetieren sind in der gleichen 
Weise geprüft worden.!) Hier ändert sich aber die Innenspannung bald 
nach dem Tode durch die einsetzenden Absterbeerscheinungen erheblich. 
Ferner lehren hier vergleichende Messungen an Rinden- und Marksubstanz 
zusammen mit Messungen des osmotischen Druckes des Harns, daß die 
Gewichtsänderungen in verschieden konzentrierten Lösungen weniger mit 
der Innenspannung der Zellen als mit dem osmotischen Druck ihres Ex- 
kretes zusammenhängen. 

Endlich lassen sich, wie Organe, auch ganze Tiere (Froschlarven, 
ausgewachsene Frösche, viele Meerestiere) der Einwirkung von verschieden 
konzentrierten Lösungen unterwerfen und die eintretenden Gewichtsände- 
rungen als ein gewisses Mal) der Innenspannung verwenden. ?) 

Neben Gewichtsänderungen hat man Volumänderungen bei Geweben, 
so wie bei den freien Zellen, zur Bestimmung der Innenspannung zu messen 
versucht. Von Demoor ®) ist dafür ein plethysmographisches Verfahren 
ausgearbeitet worden. Dabei werden Organe, wie Leber, Lunge, Niere, vor- 
sichtig aus dem Körper herauspräpariert, in zu- und abführende Blut- 
gefäße Kanülen eingebunden und dann die Organe in ein mit flüssigem 
Vaselin gefülltes Gefäß versenkt. Das Gefäß wird mit einem dreifach durch- 
bohrten Deckel verschlossen; durch zwei der Bohrungen kommen die beiden 
Kanülen für Zu- und Abfluß, durch die dritte wird der flüssige Gefäßinhalt 
mit einer Mareyschen Kapsel verbunden. Das (Gefäß muß so gefüllt wer- 
den, daß keine Luft eingeschlossen bleibt. Nun werden durch die Zufluß- 
kanüle nacheinander vorgewärmte Kochsalzlösungen verschiedener Konzen- 


!) Hirokawa, Über den osmotischen Druck des Nierenparenchyms. Beitr. z. chem. 
Physiol. u. Pathol. Bd. 11. S. 458 (1908). 

2) Paul Bert, Sur la cause de la mort des animaux d’eau douce, qu’on plonge 
dans l’eau de mer et reciproquement. Compt. rend. de l’Acad. des Sciences. T. 97. p. 133 
(1883). — Durig, Wassergehalt und Organfunktion. Pflügers Archiv. Bd.85. 5.401 
(1901). — Orverton, 39 Thesen über die Wasserökonomie der Amphibien und die os- 
motischen Eigenschaften der Amphibienhaut. Verhandl. d. physik. - mediz. Gesellsch. 
zu Würzburg. Bd. 36. S. 277 (1904). — Quinton, Permeabilite de la paroi exterieure de 
l’Invertebr& marin non seulement & l’eau, mais encore aux sels. Compt. rend. de l’Acad. 
des Sciences. T.131. p. 952 (1900). — Henri et Lalou, Regulation osmotique des li- 
quides internes chez les Echinodermes. Ebenda. T. 137. p. 721 (1903). 

») Demoor, Röle de la pression osmotique dans les phenomenes de la vie ani- 
male. M&moires publ. par l’Acad. royale de Belgique. 2. serie. T.2 (1907) et Archives 
internat. de physiol. T.4. p. 340 (1907). 
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tration ins Organ eingeleitet, welche durch die Abflußkanüle wieder aus- 
treten. Der Druck der strömenden Lösungen sowie ihr Abfluß wird dabei 
auf konstanter Größe erhalten. Dann schreibt die Mareysche Kapsel die 
Volumveränderungen eines Organs auf. 

Die bisher mit dieser Methode gewonnenen Ergebnisse sind teils da- 
durch verschleiert, daß offenbar von Permeabilitätsänderungen begleitete 
Absterbeerscheinungen mit hineinspielen, teils dadurch, daß die Volum- 
änderungen der Organe nicht bloß Volumänderungen der Zellen, sondern 
zugleich noch mehr oder weniger große Änderungen im-Volumen der Blut-, 
Lymph- und Sekreträume bedeuten. 

Zur Bestimmung der Innenspannung kann man außer den erwähnten 
osmotischen Methoden noch die Kryoskopie in Erwägung ziehen. In der 
Tat hat Sabbatani!) den Gefrierpunkt ganzer Gewebsteile zu bestimmen 
versucht, das Verfahren ist aber mit ziemlich großen Fehlerquellen be- 
haftet.2) Urano5) hat statt der Gewebe selbst ihren frischen Preßsaft 
kryoskopiert, Fredericg +) den Saft, der nach Erhitzen der Gewebe in einem 
geschlossenen, im Wasserbad stehenden Gefäß auf leichten Druck austließt. 
Von einer Messung der normalen Innenspannung kann bei diesen Methoden 
natürlich gar keine Rede sein; immerhin scheinen sie zum Nachweis man- 
cher funktionell hervortretender, starker Veränderungen des Organinhaltes 
doch nicht ganz unbrauchbar zu sein.) 


2. Die Durchlässigkeit von Zellen. 


Die meisten der bisher genannten Verfahren sind auch zur Prüfung 
der Durchlässigkeit oder Permeabilität der Zellen geeignet. 

Plasmolytisches Verfahren nach Overton: Wenn ein Stoff in 
hypertonischer Konzentration überhaupt nicht plasmolysiert, 
so ist die Protoplasmaoberfläche für ihn durchlässig. 

Es kommt jedoch auch vor, daß) in einer hypertonischen Lösung zu- 
nächst Plasmolyse eintritt, daß diese dann aber mehr oder weniger rasch 
wieder zurückgeht. In diesem Falle ist folgendes zu schließen: Entweder 
wird die Plasmolyse dadurch rückgängig, daß der in der Lösung enthaltene 
Stoff langsam eindringt, so daß nur zu Anfang seine Konzentration über 
die Innenkonzentration der Zelle überwiegt, oder sie wird dadurch rück- 
gängig, daß die Zelle sich sozusagen gegen die Plasmolyse wehrt und 
durch irgendwelche chemische Reaktionen ihren Innendruck. in die Höhe 


!) Sabbatani, Determination du point de congelation des organes animaux. Journ. 
de physiol. et de pathol. gen. T.3. p. 939 (1901). 

®) Höber, Physikalische Chemie der Zelle und der Gewebe. 2. Aufl. 8. 40ff. 
(1906). 

®) Urano, Neue Versuche über die Salze des Muskels. Zeitschr. f. Biol. Bd. 50. 
S. 222 (1908). 

*) Fredericg, Note sur la concentration mol6eeulaire des tissus solides de quel- 
ques animaux d’eau douce. Archives internat. de physiol. T.2. p. 127 (1905). 

°) Buglia, Über die physikalisch-chemischen Änderungen der Muskeln während 
der Ermüdung. Biochem. Zeitschr. Bd. 6. S. 158 (1907). 
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treibt, bis er so hoch oder höher als der von dem außen befindlichen, 
nieht eindringenden Stoff entwickelte Druck ist („Anatonose“ !). Zwischen 
den beiden Möglichkeiten kann man entscheiden. Man kann z. B., nachdem 
man die vorübergehende Plasmolyse konstatiert hat, Zellen der gleichen 
Sorte in die schwach hypertonische Lösung eines Stoffes legen, von dem 
aus Untersuchungen an anderen Zellsorten bekannt ist, daß er Dauerplas- 
molyse macht; wenn er nun auch bei der vorliegenden Zellsorte dauernd 
plasmolysiert, so beruhte der Plasmolysenrückgang wahrscheinlich nicht auf 
Anatonose. sondern auf Permeabilität. Oder man legt eine Zelle, an der 
die Plasmolyse zurückgegangen ist, nun danach in eine Lösung, welche 
den gleichen osmotischen Druck hat wie die temporär plasmolysierende 
Lösung, welche aber einen Stoff gelöst enthält, der nach sonstigen Erfah- 
rungen in Zellen nicht eindringt; tritt nun allmählich von neuem Plasmo- 
Iyvse ein, so handelt es sich um Permeabilität und nicht um Anatonose. 

Ist zu befürchten, daß der Stoff, für welchen man die Zelldurch- 
lässigkeit erproben will. in hypertonischer Konzentration giftige Wirkungen 
entfaltet, oder stehen einem nur kleine Mengen von dem Stoff zur Ver- 
fügung, so kann man unter Zugrundelegung der Tatsache, dal) in einem 
Lösungsgemisch der totale osmotische Druck gleich der Summe der Par- 
tialdrucke ist, nach Overton?) so verfahren, daß man die isotonische Lö- 
sung eines Stoffes, welcher nicht eindringt, durch den Zusatz einer kleinen 
Menge des zu prüfenden Stoffes etwas hypertonisch macht und nun zu- 
sieht, ob Plasmolyse eintritt oder nicht. Natürlich ist darauf zu achten, 
daß die beiden Stoffe in der Lösung gar nicht miteinander reagieren. 

Cytolytisches Verfahren nach Gryns®): Das Verfahren ist für die 
Untersuchung der roten Blutkörperchen angegeben worden. In der isotoni- 
schen Lösung vieler chemisch indifferenter Stoffe sind Blutkörperchen gut 
zu konservieren, lösen sich dagegen in der isotonischen Lösung anderer 
anscheinend ebenso indifferenter Stoffe auf wie in destilliertem Wasser. 
Diese Cytolyse kann darauf beruhen, daß infolge von Durchlässigkeit der 
Zelloberfläche der gelöste Stoff sich auf Lösung und Zellinhalt bis zum 
Gleichgewicht verteilt, könnte aber auch auf einem (vielleicht nicht genauer 
definierbaren) Angriff des Stoffes auf das Protoplasma beruhen. Man kann 
sich darüber, was von beiden zutrifft, vergewissern, wenn man in weiteren 
Versuchen die in isotonischer Konzentration eytolysierenden Stoffe in iso- 
tonischer Salz- oder Zuckerlösung mit auflöst und zusieht, ob auch jetzt 
noch Cytolyse eintritt. Ist dies der Fall, so kann die Cytolyse keine rein 
osmotische, auf Permeabilität beruhende Erscheinung sein. 


!) Siehe dazu: van Rysselberghe, ]. e. 

2) Overton, Über die allgemeinen osmotischen Eigenschaften der Zelle, ihre ver- 
mutlichen Ursachen und ihre Bedeutung für die Physiologie. Vierteljahrsschr. der 
Naturforscher-Gesellsch. in Zürich. Bd.44. S.88 (1899) und Über die osmotischen 
Eigenschaften der Zelle in ihrer Bedeutung für die Toxikologie und Pharmakologie. 
Zeitschr. f. physikal. Chemie. Bd. 22. S. 189 (1897). 

®) Gryns, Über den Einfluß gelöster Stoffe auf die roten Blutzellen, in Verbindung 
mit den Erscheinungen der Osmose und Diffusion. Pflügers Archiv. Bd. 63. S. 86 (1896). 
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Bei der Untersuchung der Durchlässigkeit der roten Blutkörperchen 
dient als Kennzeichen der Cytolyse gewöhnlich der Austritt von Hämoglobin. 
Es lassen sich aber auch andere Kriterien verwenden, z. B. der Austritt von 
Salzen, welcher gegebenenfalls durch Leitfähigkeitsmessungen festzustellen ist. 

Zu beachten ist, daß häufig ein Stoff in geringer Konzentration rein 
osmotische Effekte erzeugt, während er in größerer Konzentration speziell 
schädigend wirkt. Äthylalkohol, für welchen Protoplasma durchlässig ist, 
wirkt z. B. in einer 0'9°/,igen Kochsalzlösung bis zu 15°/, zugesetzt, nicht 
hämolysierend, wohl aber oberhalb dieser Konzentration. Bei anderen Stoffen 
liest diese Konzentrationsgrenze anderswo, und ist in jedem Fall auszu- 
probieren. Im allgemeinen liegt die molekulare Grenzkonzentration um so 
tiefer, je größer die Lipoidlöslichkeit.!) Auf jeden Fall ist es ratsam, mit 
relativ geringen Konzentrationen der fraglichen Substanzen zu arbeiten, 
also von vornherein nicht reine isotonische Lösungen derselben zu verwenden, 
sondern Gemische dieser Lösungen mit isotonischen Lösungen von Kochsalz, 
Zucker oder sonst einem gewöhnlich nicht diosmotisch eindringenden Stoff. 

Daß auch der Hämatokrit (siehe S. 538) zur Untersuchung der Durch- 
lässigkeit zu verwenden ist, braucht wohl nur beiläufig erwähnt zu werden; 
Blutkörperchen, welche in einer isotonischen Kochsalzlösung ein bestimmtes 
Volumen einnehmen, werden z. B. in einer isotonischen Lösung von Koch- 
salz plus Äthylalkohol an Volumen zunehmen. 

Kryoskopisches Verfahren von Hedin:): Dies Verfahren fußt auf fol- 
genden Überlegungen: Wenn man in einem bestimmtenVolumen einer Lösung 
eine bestimmte Menge eines Stoffes auflöst, so wird der Gefrierpunkt der 
Lösung um einen gewissen Betrag $ erniedrigt. Sind in die Lösung Zellen 
eingelagert, welche mit ihr im Gleichgewicht sind, und nimmt man von diesem 
System Lösung + Zellen das gleiche Volumen wie vorher von der Lösung 
allein, und setzt nun die gleiche Menge des Stoffes dazu, so wird der 
Gefrierpunkt der Lösung nun nur dann wieder um den Betrag $ erniedrigt, 
wenn sich der Stoff gleichmäßig über Lösung und Zellen verteilt hat. Bleibt 
der Stoff ganz und gar in der Lösung, sind die Zellen also für ihn undurch- 
lässig, dann wird die Herabsetzung größer als $; geht von dem Stoff relativ 
mehr in die Zellen als in der Lösung verbleibt, dann wird die Herabsetzung 
kleiner als ©. 

Bei der Ausführung derartiger Versuche ist der direkte Zusatz des 
zu untersuchenden Stoffes zu der Zellsuspension zu vermeiden, weil bei 
nicht sofort erfolgender Auflösung und gleichmäßiger Verteilung des Stoffes 
leicht eine Schädigung der Zellen durch den örtlich konzentrierten Stoff 
zustande kommt. Es ist besser, den Stoff zuerst in einer bestimmten 
Menge der Lösung, in welcher sich die Zellen befinden, aufzulösen und 
dies Gemisch dann zuzusetzen. 


'!) Fühner und Neubauer, Hämolyse durch Substanzen homologer Reihen. Arch. 
f. exp. Pathol. Bd. 56. S. 333 (1907). 

?) Hedin, Über die Permeabilität der Blutkörperchen. Pflügers Archiv. Bd.68. 
5.229 (1897). 
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Das Verfahren erlaubt auch, Differenzen in der Geschwindig- 
keit des Eindringens abzuschätzen. Es ist dafür nur nötig, mehrere 
Gefrierpunktsbestimmungen nacheinander in Intervallen, vom Zeitpunkt 
unmittelbar nach dem Zusatz angefangen, auszuführen. Dringt ein Stoff 
nur langsam ein, so wird die Gefrierpunktserniedrigung anfangs am größten 
sein und dann nach und nach sinken. 

Wägungsverfahren nach Overton‘) In der isotonischen Lösung eines 
nicht eindringenden Stoffes behält ein Zellkomplex im allgemeinen sein 
Gewicht (siehe dazu S. 542), in derjenigen eines eindringenden Stoffes nimmt. 
er an Gewicht zu. Bei der Ausführung des Versuches ist es aus den (be- 
sonders S. 545) erörterten Gründen vorteilhaft, um dauernde Zellschädi- 
gungen zu vermeiden, den zu prüfenden Stoff, falls er giftig wirken kann, in 
relativ kleinen Konzentrationen zu verwenden, indem man durch Mischung mit 
einem indifferenten, nicht eindringenden Stoff eine isotonische Lösung herstellt. 

Man kann das Verfahren natürlich auch so üben, dal) man den zu 
prüfenden Stoff zu der isotonischen indifferenten Lösung eines nicht ein- 
dringenden Stoffes zusetzt und zusieht, ob die nunmehr hypertonische Lö- 
sung eine Gewichtsabnahme erzeugt oder nicht. 

Das Verfahren eignet sich auch ausgezeichnet zur Feststellung von 
Unterschieden in der Geschwindigkeit des Eindringens. Wenn man 
beispielsweise findet, daß ein Froschmuskel das in einer 0'7°/,igen Koch- 
salzlösung erlangte konstante Gewicht nach Übertragung in eine Lösung 
von 0'7°/, NaCl + 5°/, Methylalkohol keinen Moment ändert, obgleich 
die Lösung stark hypertonisch (etwa 10fach isotonisch) ist, so be- 
weist das, daß der Methylalkohol sehr rasch ins Protoplasma eindringt. 
Wenn aber andrerseits nach Übertragung in eine Lösung von 0'35°/, 
NaCl + 45°/, Glyzerin, welche mit einer ungefähr 2°/,igen Kochsalz- 
lösung isotonisch ist, der Muskel zuerst an Gewicht einbüßt, um allmählich 
wieder an Gewicht zu gewinnen und schließlich sogar ein größeres Gewicht 
zu haben als zu Anfang, so beweist das, daß der Muskel für Glyzerin zwar 
permeabel ist, aber immerhin nur schwer. 

Die Durchlässigkeit für Farbstoffe: Deren Feststellung erfordert, 
wenigstens meistenteils, nichts weiter, als die Betrachtung der in eine Farb- 
lösung übertragenen Zellen unter dem Mikroskop. Nur bei Verwendung 
sehr kleiner Farbkonzentrationen stößt man eventuell auf Schwierigkeiten. 
(rerade dabei kommt es aber der Untersuchung der Permeabilität für Farben 
sehr häufig zugute, daß lokalisierte Anhäufungen der Farben im Innern der 
Zellen zustande kommen. Bei vielen Pflanzenzellen beruht das darauf, daß 
der Inhalt der Zellsaftvakuolen Gerbsäure birgt, welche mit allen basischen 
Farbstoffen, mehr oder weniger leicht, unter Bildung von gefärbten, leicht 
sichtbaren Niederschlägen reagiert. In vielen tierischen Zellen werden ba- 
sische und saure Farbstoffe in Zellgranula gespeichert, häufig wohl zufolge 


1) Orerton, Beiträge zur allgemeinen Muskel- und Nervenphysiologie. Pflügers Archiv. 
Bd. 92. S. 115 (1902). 
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einer auswählenden Löslichkeit in der Substanz der Granula.!) Aber auch 
wenn keine Einrichtungen für eine lokale Anreicherung der Farben vor- 
handen sind, gelingt es öfter, eine bestehende Farbenpermeabilität festzu- 
stellen; die Zellen sind dann eventuell deutlich diffus gefärbt (Höber, 1. e.). 
Bei Pflanzenzellen läßt sich die Anwesenheit geringer, diffus verteilter Farb- 
mengen oft sehr schön dadurch nachweisen, dab man eine kräftige Plas- 
molyse durch Zusatz von Zucker oder Kochsalz oder Kaliumnitrat in Sub- 
stanz erzeugt; der Zellsaft wird dann durch den osmotischen Wasserentzug 
so weit konzentriert, daß die wegen zu großer Verdünnung bis dahin un- 
sichtbare Farbe nun zum Vorschein kommt. 

Bei der Untersuchung von Pflanzenzellen ist darauf zu achten, dab 
man sich nicht durch Farbeinlagerung in die Zellulosemembran über die 
Färbung des Protoplasmas täuscht (Ruhland ?), Höber). 

Mikrochemisches Verfahren von Overton*): Der schon erwähnte 
Gerbstoffgehalt des Zellsaftes mancher Pflanzenzellen (z. B. bei Spiro- 
gyren) ermöglicht das Studium der Permeabilität für eine große Zahl orga- 
nischer Basen. Diese bilden nämlich vielfach sehr schwer lösliche Verbindungen 
mit der Gerbsäure, welche im Zellsaftraum in körniger Form ausfallen. 

Ähnliche Körnungen durch Niederschlagsbildung mit eindringenden 
Stoffen können manchmal auch bei tierischem Protoplasma beobachtet 
werden. ?) 


Anhang: Über die Bestimmung von Lipoidlöslichkeiten und 
Teilungskoeffizienten. 


Durch die Untersuchungen von Overton ist gezeigt worden, dab 
die Durchlässigkeit der Zellen für gelöste Stoffe in den meisten Fällen mit 
ihrer relativen Lipoidlöslichkeit zusammenhängt, d.h. mit dem Ver- 
hältnis, in welchem sich die Stoffe nach ihrem Gewicht auf Wasser und 
auf lipoide Lösungsmittel verteilen, oder kürzer ausgedrückt: mit dem 
Teilungskoeffizienten Lipoid : Wasser: Wegen der augenblicklichen 
Bedeutung von Versuchen über die Durchlässigkeit seien anhangsweise die 
wichtigsten Verfahren zur Bestimmung dieser Koeffizienten kurz erörtert. 

Für die nach Overton physiologisch in Betracht kommenden Lipoide, 
Cholesterin, Leeithin, dazu Protagon und Cerebrin selbst, sind die Teilungs- 
koeffizienten bisher einwandfrei noch kaum bestimmt. Versuche nach dem 


!) Gurwitsch, Zur Physiologie und Morphologie der Nierentätigkeit. Pflügers Archiv. 
Bd. 91. S. 71 (1902). — Höber und Königsberg, Farbstoffausscheidung durch die Nieren. 
Ebenda. Bd. 108. S. 323 (1905). — Höber, Die Durchlässigkeit der Zellen für Farbstoffe. 
Biochem. Zeitschr. Bd. 20. S. 56 (1909). 

°) Ruhland, Beiträge zur Kenntnis der Permeabilität der Plasmahaut. Jahrb. f. 
wissensch. Botanik. Bd. 46. S.1 (1908). 

3) Overton, Über die osmotischen Eigenschaften der Zellen in ihrer Bedeutung für 
die Toxikologie und Pharmakologie. Zeitschr. f. physikal. Chem. Bd. 22. S. 189 (1897). 

*) Jacobj und Golowinski, Ein Beitrag zur Frage der verschiedenen Wirkung des 
Koffeins auf Rana esculenta und Rana temporaria. Archiv f. experim. Pathol. u. Pharmakol. 
Supplement. S. 286 (1908). 
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gewöhnlichen Schema scheitern daran, daß Leeithin, Protagon und Cerebrin 
keine mit Wasser nicht mischbare Flüssigkeiten sind, vielmehr unter 
Quellung Wasser in sich aufnehmen, und dal Cholesterin bei gewöhnlicher 
Temperatur fest ist. 

Aus diesem (Grunde hat man sich bisher wesentlich darauf beschränkt, 
1. absolute Löslichkeiten in den Lipoiden zu bestimmen und 2. die Teilungs- 
koeffizienten nicht für die Lipoide selbst, sondern für ihnen an Lösungs- 
vermögen möglichst ähnliche, mit Wasser nicht mischbare Flüssigkeiten 
festzustellen. 

a) Bestimmung von Lipoidlöslichkeiten: Da die Lipoide selbst 
nicht flüssig sind, so bestimmt man nach ÖOverton die Löslichkeit in ihnen, 
indem man sie zuerst in Lösungsmitteln löst, deren Lösungsvermögen 
möglichst von demjenigen der Lipoide abweicht, und dann die Löslichkeit 
der verschiedenen Stoffe in diesen Gemischen prüft. Die Löslichkeiten in 
den Leeithin, Protagon oder Üerebrin enthaltenden Gemischen beweisen 
nur dann etwas, wenn die drei lipoiden Substanzen wasserfrei sind (Nathan- 
sohn‘), Ruhland?). Die Fehlerquelle eines anhaftenden Wassergehaltes fällt 
bei Cholesterin fort: deshalb sind Cholesterinauflösungen zur Prüfung der 
Lipoidlöslichkeit am meisten geeignet. 

Cholesterin löst sich leicht in Benzol, Xylol, Toluol u.a., am 
empfehlenswertesten scheint Terpentinöl (Ol. Therebinth. reet. Ph. G. IV) zu 
sein, weil sein Lösungsvermögen (wenigstens für Farbstoffe) besonders stark 
von dem des Cholesterins abweicht (Ruhland ]. e.). Man benutzt am besten 
heißigesättigte Lösungen. 

b) Bestimmung von Teilungskoeffizienten: Statt der Teilungs- 
koeffizienten Lipoid : Wasser sind bisher ganz vorwiegend diejenigen von 
Olivenöl : Wasser bestimmt worden (Overton?), Hans Meyer), obgleich 
das Lösungsvermögen von Öl für manche Gruppen von Stoffen ganz von 
dem der Lipoide abweicht.) Die Voraussetzung für eine verhältnismäßig 
einfache Bestimmung der Teilungskoeffizienten, ihre Unabhängigkeit von 
den jeweiligen Konzentrationen in den beiden Lösungsmitteln, beruht auf 
Gleichheit des Molekulargewichts der sich verteilenden Substanz in den 
beiden Lösungsmitteln bzw. Unveränderlichkeit des Molekularzustandes bei 
verschiedenen Verdünnungen; diese Voraussetzung scheint bei sehr vielen 
organischen Substanzen erfüllt zu sein. Die Mengenverhältnisse sind bei den 
Verteilungsversuchen so zu wählen, daß der sich verteilende Stoff in keiner 


1) Nathansohn, Über die Regulation der Aufnahme anorganischer Salze durch die 
Knollen von Dahlia. Jahrb. f. wissenschaftl. Botanik. Bd. 39. S. 604 (1904). 

?) Ruhland, Beiträge zur Kenntnis der Permeabilität der Plasmahaut. Ebenda. 
Bd. 46. S.1 (1908). 

®) Overton, Studien über die Narkose. Jena 1901. 

*) Hans Meyer, Welche Eigenschaft der Anästhetika bedingt ihre narkotische 
Wirkung? Archiv f. experim. Pathol. u. Pharmakol. Bd. 42. S. 109 (1899); auch Bd. 46. 
$.338 (1901). 

5) 1.c.8.55; auch Orerton, Studien über die Aufnahme der Anilinfarben durch 
die lebende Zelle. Jahrb. f. wissenschaftl. Botanik. Bd. 34. S. 669 (1900). 
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der beiden Phasen eine konzentrierte Lösung bildet: denn der Verteilungssatz 
eilt nur für ideale, verdünnte Lösungen. 

Nachdem durch genügendes Schütteln bei bestimmter Temperatur die 
Verteilung bis zum Gleichgewicht eingetreten ist, kann die Analyse der 
Phasen auf verschiedenem Wege vorgenommen . werden: 

1. Gewichtsanalytisch: Man schüttelt eine abgewogene Menge einer 
Substanz mit gemessenen Volumina der beiden sich nicht mischenden Lösungs- 
mittel bis zum Gleichgewicht und analysiert dann die wässerige Phase, indem 
man das Wasser verdampfen läßt und den Rückstand wiegt. Dies Verfahren 
eignet sich für feste, möglichst wenig flüchtige Substanzen. Ist die 
Löslichkeit einer Substanz im Wasser sehr viel geringer als im zweiten 
Lösungsmittel, so ist es zweckmäßig, von diesem ein sehr viel geringeres 
Volumen zu nehmen, als vom Wasser. 

2. Volumetrisch: Handelt es sich um Flüssigkeiten, deren Teilungs- 
koeffizient bestimmt werden soll, so setzt man ein gemessenes Volumen 
zu den gemessenen Volumina der beiden Lösungsmittel zu und bestimmt 
nach dem Schütteln das Verhältnis der Volumenzunahme der beiden Lösungs- 
mittel. Das Volumen der zu verteilenden Flüssigkeit muß klein sein im 
Vergleich zu den Volumina der Lösungsmittel. Auch hier richtet man die 
Volumina der Lösungsmittel nach der jeweiligen relativen Löslichkeit der 
Verteilungssubstanz. Für den Fall, daß an der Grenze beider Phasen leicht 
Emulgierung eintritt, empfiehlt Overton eine schnellere Trennung der Phasen 
durch Zentrifugieren. 

3. Durch physiologisches Experiment: Dies Verfahren ist von Overton !) 
bei der Untersuchung von Narkotika geübt worden und hat u. a. den Vorteil, 
dal) man mit kleinen Mengen arbeiten kann. Man. bestimmt dabei zuerst 
die Konzentration, bei welcher kleine Wassertiere (junge Kaulquappen, 
Daphnien, Cyklops od. dgl.) gerade narkotisiert (oder sonst typisch beein- 
flußt) werden. Dann stellt man eine etwas stärkere Lösung her und schüttelt 
ein abgemessenes Quantum davon mit immer größeren Mengen Öl, bis das 
Öl so viel von dem Narkotikum aufgenommen hat, daß die wässerige Lösung 
gerade wieder das Narkotikum in der kritischen narkotischen Konzentration 
enthält. Man mul von der wässerigen Lösung um so mehr nehmen, je ver- 
dünnter sie ist, weil sonst durch die Aufspeicherung von Narkotikum von 
seiten des Tieres die Konzentrationsberechnung fehlerhaft wird. 


3. Einige elektrische Eigenschaften der Zellen. 


Es sollen hier nur die wenigen elektrophysiologischen Untersuchungen 
an lebenden Zellen beschrieben werden, bei denen bisher neben der physi- 
kalischen auch eine spezifisch physiko-chemische Methodik mit in Betracht 
gekommen ist, sei es, daß die letztere sich in der Apparatur oder daß sie 
sich in der Art der Behandlung des lebenden Objektes zur Geltung brachte. 


1!) Overton, 1. c. S. 65. 


Fe 


Intermediärer Stoffwechsel: Physikalisch-chemische Untersuchung ete. al 


Der Ruhestrom; Einfluß von Elektrolyten. — Wenn es sich bei 
der Untersuchung des Einflusses auf den Ruhestrom um  Elektrolyte 
handelt, welche lange Zeit auf die lebenden Gebilde wirken können, ohne 
irreversible Veränderungen (Schädigungen) zu setzen, so tut man gut, zu- 
nächst die normalerweise in der Zellumgebung- vorhandenen Elektrolyte 
zu entfernen, um dann die reine Lösung des zu prüfenden Elektrolyten 
zur Wirkung kommen zu lassen. Man entfernt die normalen Elektrolyte 
am besten, indem man das Objekt in eine isotonische Nichtleiterlösung 
überträgt, in welche die normalen Salze dann mit der Zeit herausdiffun- 
dieren. Als Nichtleiter eignen sich wegen der im allgemeinen bestehenden 
Impermeabilität der Protoplasten für sie und wegen ihrer relativen che- 
mischen Indifferenz die Zucker und sechswertigen Alkohole; am meisten 
sind Rohrzucker, Traubenzucker und Mannit verwendet worden. Für Frosch- 
muskeln ist eine etwa 7°/,ige Rohrzuckerlösung als isotonisch anzusehen 
(Fahr‘); Sartorien legt man auf 6—20 Stunden, mindestens aber bis zum 
Verlust der Erregbarkeit (Overton?), in größere Mengen der gekühlten 
Lösung und schüttelt von Zeit zu Zeit um, wenn man nicht zur Beförde- 
rung der Diffusion die Benutzung eines Rühr- oder Schüttelwerks vorzieht. 
Nach dem Auswaschen der normalen Elektrolyte kommt das Objekt in 
eine isotonische, den zu untersuchenden Elektrolyten enthaltende Lösung. 
Bei Muskeln wird dann nach einiger Zeit ein Querschnitt angelegt und 
von diesem und von einer Stelle der unversehrten Oberfläche mit Elektroden 
zum stromanzeigenden Instrument abgeleitet. 

Als unpolarisierbare Elektroden sind ausgezeichnet geeignet die 
Ostwaldschen Calomeielektroden, mit physiologischer Kochsalzlösung, eventuell 
mit Ringerlösung gefüllt. Die stromliefernde Anordnung ist dann die folgende: 


He. Hoc] %7°/o isot. Elektro- | lebendes |isot. Elektro- | 0°7°/, 
5 HSUNaCı Iytlösung | Objekt | Iytlösung INaCı| 


Das System ist also vollkommen symmetrisch gebaut. 

Einen Muskel hängt man zur Stromableitung auf und läßt sein mit 
Querschnitt versehenes Ende in die Elektrolytlösung tauchen, in welche 
ebenfalls die eine Calomelelektrode, etwa von der Form der Fig.152, ein- 
taucht. Zu der anderen Elektrode kann man von einer Stelle der intakten 
Muskeloberfläche mit einer kleinen spitzen Rolle von Fließpapier oder mit 
einem Wollfaden, getränkt mit der Elektrolytlösung, ableiten. Eine für die 
zweite Ableitung geeignete Elektrodenform ist in Fig. 153 wiedergegeben. 

Die elektromotorische Kraft des Ruhestromes mißt man nach dem 
Kompensationsverfahren (siehe Bd. I), wobei als Nullinstrument ein empfind- 
liches Deprez-d’Arsonval-Galvanometer oder ein Kapillarelektrometer dient. 


HetCl, Hg 


') Fahr, Über den Natriumgehalt der Skelettmuskeln des Frosches. Zeitschr. f. 
Biol. Bd. 52. S. 72 (1908). Ferner: Urano, Neue Versuche über die Salze des Muskels. 
Ebenda. Bd. 50. $. 212 (1908). 

®) Overton, Beiträge zur alleemeinen Muskel- und Nervenphysiologie. II. Mitteil. 
Pflügers Arch. Bd. 92. S. 346 (1902). 
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Will man auch den Einfluß solcher Elektrolyte auf den Ruhestrom 
messen, welche auf die Dauer die lebenden Zellen schädigen, dann muß 
man darauf verzichten. in der geschilderten Weise erst durch längere 
Behandlung die normalen Elektrolyte durch den zu untersuchenden zu er- 
setzen, bevor man ableitet. Beim Muskel kann man dann speziell so ver- 
fahren, daß man, ohne erst einen Querschnitt anzulegen, von einer Stelle 
des unverletzten Muskels durch mit Ringerlösung getränktes Fließpapier 
zu einer mit Ringerlösung gefüllten Calomelelektrode ableitet und auf eine 
andere unverletzte Stelle die zu untersuchende Elektrolytlösung wirken 


Fließpapier 


Se 


Y 


Calomel ..---- 
Quecksilber ---- 


RIRÜÜRRÜ «<Q oQ«<Q QRUSO 


G 
I 


Fig. 132. Fig. 153. 


---  Calomel 


28 


--—  Qnecksilber 


läßt, aus welcher ebenfalls zu einer Ringer-Calomel-Elektrode abgeleitet 
wird. Man hat also die Anordnung: 

Hg,HgCl| Ringer lebendes isot. Klektro- 

| Objekt | Iytlösung 

Man kann so feststellen, ob die Elektrolytlösung im Verhältnis zur 

Ringerlösung irgendwie Ruhestrom entwickelnd wirkt.!) Das Verfahren ist 

aber nicht ganz einwandfrei, weil die elektromotorische Kraft der An- 

ordnung nicht ausschließlich der Ausdruck elektrophysiologischer Vorgänge 

ist; denn wenn man das lebende Objekt durch einen Baumwollfaden er- 

setzt, so kann die Anordnung auch dann Sitz einer elektromotorischen Kraft 


Ringer | HgCl, Hg 


!) Höber, Über den Einfluß der Neutralsalze auf den Ruhestrom des Froschmuskels. 
Pflügers Arch. Bd. 106. S.599 (1905) und Über den Einfluß von Salzen starker orga- 
nischer Basen auf den Ruhestrom wnd die Erregbarkeit von Froschmuskeln. Ebenda. 
Bd. 126. S. 331 (1909). 
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sein), welche von Änderungen der Ionenbeweglichkeiten durch den als 
Diaphragma wirkenden Faden herrührt. In vielen Fällen ist diese elektro- 
motorische. Kraft freilich zu vernachlässigen (Föber, 1. c.). 

Kataphorese. Es scheint zwischen allen lebenden Zellen und ihrer 
elektrolvtischen Umgebung eine Spannungsdifferenz zu bestehen; diese kann 
in ihrer Größe und Richtung je nach Art und Konzentration der um- 
gebenden Elektrolyte wechseln. Bei freien, nicht aktiv beweglichen Zellen 
kann man sich davon einigermaßen durch Untersuchung der Kataphorese, 
d. h. der Wanderung der suspendierten Zellen in einem elektrischen Span- 
nungsgefälle, überzeugen; die Zellen verhalten sich dabei ähnlich wie Ionen, 
welche, je nachdem sie positive oder negative Ladung führen, zur Kathode 
oder zur Anode wandern. 

Ein zur Untersuchung der Kataphorese geeigneter Apparat ist fol- 
gender ?): In der Fig. 154 ist « ein starker Objektträger von 55cm Länge 


Fig. 154. 


und 3cm Breite, durch welchen in einem Abstand von 2cm zwei Löcher 
gebohrt sind. Auf der Unterseite werden die Löcher von kurzen Rohr- 
stücken 5 umschlossen, welche durch Schliffe gut in die Enden der Stücke A 
und B eingepaßt sind. Diese Stücke bestehen aus je einem zweifach ge- 
krümmten Rohr, in welches ein Dreiweghahn c eingesetzt ist, und welches 
in das Gefäß d einer Calomelelektrode ausläuft. Die dritte Bohrung des 
Hahnes kommuniziert bei entsprechender Stellung mit einem kurzen Rohr- 
ansatz, welcher senkrecht auf dem gekrümmten Rohr steht, ‘in das der 
Hahn eingeschaltet ist; der Querschnitt dieses Ansatzes ist in der Figur 
durch e markiert. 

Fig. 155 zeigt den Objektträger von oben. Seine Bohrungen werden 
auf der Oberseite so von einem Glasrähmehen umrandet, daß ein rings 
eingeschlossener Raum « von 23 mm Länge, 4 mm Breite und ca. I mm 
Höhe entsteht, welcher zur Aufnahme der Zellsuspension dient. Der haum 


') Benedicenti, Sur la methode pour l’&tude des courants de demarcation dans les 
muscles. Arch. ital. de biologie. T. 47. p.27 (1907). Siehe auch: Oker-Blom, Die elektro- 
motorischen Erscheinungen am ruhenden Froschmuskel. Pflügers Arch. Bd. 84. 5.191 (1901). 

®) Höber, Resorption und Kataphorese. Pflügers Arch. Bd. 101. S. 629 (1904). 


554 R.Höber. Intermediärer Stoffwechsel: Physikal.-chem. Untersuchung ete. 


wird durch ein aufgelegtes Deckglas, das in der Figur durch gestrichelte 
Linien angedeutet ist. nach oben abgeschlossen. 

Der ganze Apparat kann, auf einen Träger / montiert, auf den Tisch 
eines Mikroskops gesetzt werden; der Abstand zwischen Grundplatte und 
Objektträger beträgt nur 22 mm. 

Die Handhabung des Apparates geschieht folgendermaßen: die Elek- 
trodengefäße ebenso wie die anschließenden Rohre werden bis zu den 
Hähnen e bei geeigneter Stellung dieser (Kommunikation mit dem kurzen 
vohransatz) mit 1-normaler KCl-Lösung 
gefüllt und die Elektrodengefäße dann 
oben mit Schlauch und Klemmschraube 
verschlossen. Dann wird die andere Hälfte 
der gekrümmten Rohre von den Enden 
(bei b) her mit der Lösung gefüllt, in welcher 
die Zellen suspendiert werden sollen; dazu 
werden die Hähne c so gestellt, daß sie 
nach d hin abschließen, nach den kurzen 
Rohransätzen hin freien Weg lassen. Ist 
die Füllung erfolgt, so wird durch Hahndrehung auch dieser Weg verlegt. 
Nunmehr werden die beiden gefüllten Teile A und B durch Einsetzen des 
Objektträgers miteinander verbunden, der Spaltraum des Objektträgers 
auch gefüllt, die Zellen darin suspendiert und das Deckglas aufgelegt, welches 
durch einen Paraffinrahmen fixiert wird. Zum Schluß wird durch Hahn- 
drehung die Kommunikation mit den Gefäßen d hergestellt. 

Legt man nun eine Spannung von 25—30 Volt an, so sieht man im 
Mikroskop die suspendierten Zellen in einer oder der anderen Stromrichtung 
wandern. Eventuell muß die Untersuchung rasch vorgenommen werden, 
weil sich sonst die Zellen auf dem Boden der Kammer ablagern. 

Es ist zweckmäßig, ein Okularmikrometer zu verwenden und in den 
Stromkreis eine Pohlschen Wippe und ein Milliamperemeter einzuschalten. 

Für Untersuchung einer zweiten Lösung braucht man nicht den ganzen 
Apparat, sondern nur die Rohrstücke von b bis e und den Objektträger a 
zu entleeren. 


Biologische Gasanalyse. 


Von Franz Müller, Berlin. 


Einleitung. 


Für die Gasanalyse als allgemeine chemische Methode gibt es ein 
auf die klassischen Arbeiten von Robert Bunsen aufgebautes System der 
Unterweisung. Für die Gasanalyse als Teil der biologischen Forschung da- 
gegen besitzen wir kein Lehr- oder Handbuch, in welchem die Methodik 
und die gerade für dieses sehr subtile Arbeitsgebiet notwendigen kleinen 
Kunstgriffe zusammengestellt sind. Es haben sich aber gerade für die 
Untersuchung der von Mensch und Tier unter normalen und abnormen 
Bedingungen aufgenommenen Gasgemische, für die Untersuchung der Ex- 
spirationsluft und der Blutgase bestimmte Methoden als zweckmäßig er- 
wiesen und jedem, der auf diesem Gebiet arbeitet, ist der Mangel einer 
praktischen Anleitung fühlbar geworden. 

Dieser praktische Gesichtspunkt soll für die folgende Zusammenstellung 
maßgebend bleiben. Es soll angestrebt werden, eine Anweisung zu liefern, 
auf Grund deren jeder im analytischen Arbeiten Geübte leicht den für den 
besonderen Zweck passenden Apparat zusammenstellen und sich in der 
Handhabung der bekannten Apparate einüben Kann. 

Einzelheiten der Technik finden sich in folgenden Büchern, die viel- 
fach benutzt wurden und oft herangezogen werden sollen: 

l. R. Bunsen, Gasometrische Methoden. 2. Aufl. Braunschweig 1877. 

2. W. Hempel, (sasanalytische Methoden. 3. Aufl. Braunschweig 1900. 

3. ]. Geppert, Die Gasanalyse und ihre physiologische Anwendung. 
Berlin, Verlag Hirschwald, 1885. 

4. ©. Le Neve Foster und J. S. Haldane, The investigation of mine 
air. Charles Griffin & Co. Ltd. London, Exeter Street Strand, 1905. 


Vorbereitungen zur Gasanalyse. 


Einrichtung des Analysenzimmers. 


Für die im Laboratorium selbst vorzunehmenden gasanalytischen Ar- 
beiten wählt man am besten ein nach Norden gelegenes Zimmer mit großem 
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Fenster, das vor starken Temperaturschwankungen geschützt ist. Durch 
weißen Anstrich kann ein an sich dunkler Raum erhellt werden. Das Zimmer 
muß mit Gas- und Wasserleitung und einem besonders vorgerichteten Ausguß 
(Fig. 156) versehen sein. Dieser besteht nach den Angaben von Hempel (5.84) 
am besten aus einem kleinen Sandsteintrog, dessen Porosität durch Über- 
streichen mit Farbe beseitigt ist, oder aus glasiertem Ton, in welchem an 
einer Ecke in einer Vertiefung ein weites Glasrohr mit Glaserkitt einge- 
kittet ist, um etwa weggegossenes Quecksilber ansammeln zu können. 

Der Fußboden muß durch Auskleben mit Linoleum ohne Fugen 
vollkommen dicht gemacht sein. Die besonders häufig benutzten Stellen 
werden mit groben 
dicken Papptafeln be- 
legt, von denen man 
das verschüttete Queck- 
silber leicht zusammen- 
kehren kann. 


<-—7m--—> 


Die Tische, auf denen die Analysenapparate stehen (1 m hoch), be- 
sitzen zweckmäßig einen seitlichen Falz und sind mit Linoleum belegt 
(Fig. 157). Behuf leichteren Sammelns des Quecksilbers sollte man ihnen 
ein wenig Gefälle geben und am tiefsten Punkt ein Abflußrohr aus Glas 
anbringen, das mit Schlauch und Quetschhahn armiert wird. Um Verunrei- 
nigungen des Quecksilbers zu vermeiden, sollen alle auf den Tischen be- 
nutzten Stative und Gestelle aus Eisen bestehen. Aus Messing oder Nickel 
bestehende Instrumente sowie Messing- oder Kupferdraht dürfen nicht auf 
den Tischen liegen. Da man bisweilen größere Mengen Wasser von Zimmer- 
temperatur braucht, empfiehlt es sich, hoch an der Wand einen Kasten 
oder einen großen Ballon mit der Wasserleitung zu verbinden, der durch 
eine herabhängende Schlauchleitung stubenwarmes Wasser zu entleeren 
gestattet. 


Reinigung des Glases und der Glashähne. 


Das Auffangen und Abmessen von Gasen geschieht für biologische 
Zwecke fast immer in Gefäßen von Glas. Da an einer durch wenn auch 
nur geringe Spuren von Staub oder Fett verunreinigten Glasoberfläche 
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nieht unbeträchtliche Mengen von Sauerstoff verzehrt und Kohlensäure pro- 
duziert werden, da ferner eine mit Wasser befeuchtete Glasoberfläche 
Kohlensäure absorbiert. da das Alkali des Glases sich allmählich in Wasser 
löst und dann Kohlensäure aufnimmt (vgl. dieses Handbuch, Bd.I, 8.5). 
müssen Flaschen und Röhren vor dem Gebrauch tadellos gereinigt, mit 
Säure befeuchtet oder eventuell getrocknet werden.*) 

Es empfiehlt sich, das Glas zunächst mit einem Gemisch von Chrom- 
säure und konzentrierter Schwefelsäure oder von rauchender Salpetersäure 
und konzentrierter Schwefelsäure unter lebhaftem Umschwenken mehrfach 
zu spülen oder in diesen Gemischen längere Zeit stehen zu lassen, darauf 
mit Leitungswasser säurefrei zu waschen. Spuren von Fett sind dann 
verschwunden. Schwerer ist die Gewinnung einer trockenen Oberfläche, 
da der im Laboratorium vorrätige Alkohol und besonders der Äther fast 
nie ohne Rückstand verdunsten, und schon die Berührung des Äthers mit 
dem nicht tadellos reinen Hals der Ätherflasche genügt, um ein zuvor 
völlig gereinigtes Rohr unsauber zu machen. Den Alkohol entfernt man 
durch Spülen mit Leitungswasser, dann destilliertem Wasser. Äther kann 
man meist vollkommen entbehren. Wenn man daher nicht frisch bezogenen 
absoluten Alkohol und reinsten Äther in sauberer Flasche zur Verfügung 
hat, ist es am bequemsten, das am Glas haftende Fett durch ein Ge- 
misch von 1 Alkohol, 2 Chloroform und 3 Äther zu entfernen, dann mit 
Alkohol und kräftig mit Wasser zu spülen und im Sterilisator zu trocknen. 
Benutzt man einen Stoff zum Austrocknen, der keine Fasern hinterlassen 
darf, so folgt man der Bunsenschen Vorschrift: Man umwickelt einen höl- 
zernen Stab, dessen oberes Ende mit 10-20 um 0'5 mm hervorragenden 
Kupferdrahtstiftchen versehen ist, mit japanischem Papier (Papierservietten) 
und trocknet damit das Rohr unter drehenden Bewegungen. Das Papier 
soll nicht gerissen, sondern nur geschnitten werden. 

Ein so vorgerichtetes trockenes Rohr oder Gefäß wird mit der durch 
Filtrierpapier verschlossenen Öffnung nach unten stehend aufbewahrt. Aber 
auch dann genügt schon ein mehrtägiger Aufenthalt in einem viel be- 
nutzten Laboratoriumsraum, um die Innenwand wieder unsauber zu machen. 


1) So fand Haldane in 70 cm® haltenden, nicht trockenen und unsauberen Flaschen 
nach 4 Tagen eine Zunahme von 0'05°/,, nach 10 Tagen von 0'12°/, CO, und in einer reinen, 
aber feuchten Flasche, daß nach 12 Tagen die 0'03°/,ige CO, der atmosphärischen Luft 
verschwunden war, während die Gasprobe in trockenen Gefäßen länger als 14 Tage un- 
verändert blieb. Zuntz, Lehmann und Hagemann fanden bei Aufbewahrung von Exspi- 
rationsluft während fast J2 Monaten in einem gut gereinigten Rohr bei Gegenwart von 
einigen Tropfen Phosphorsäure: 


CO, %o O2 %o N %o 
26. V. 1887 1'737 19'162 79101 
7. V. 1888 1'699 19'109 79192 


dagegen bei Benutzung eines längere Zeit nicht gebrauchten, nicht frisch gereinigten 
Rohres in einer anderen Probe: 
26. V. 1887 2'298 18:656 79-045 
7. V. 1888 1'139 18'847 80'014 


DD8 Franz Müller. 


Bei der Reinigung von Glashähnen entfernt man die Reste von 
Fett durch die Mischung von 1 Alkohol, 2 Chloroform, 3 Äther, dann wäscht 
man mit absolutem Alkohol und mit Wasser. Man trocknet nur mit Japan- 
papier, nicht mit dem zu harten Filtrierpa pier. 

Undurchgängig gewordene Bohrungen dürfen niemals mittelst Draht 
wieder durchgängig gemacht werden. Bekanntlich sind die Stopfen der 
größeren Hähne immer, der kleineren oft hohl; durch selbst vorsichtige 
Berührung mit Draht entstehen feinste Kratzer, die später zu Sprüngen 
werden können — der Hahn wird unbrauchbar. Man entfernt das in 
den Bohrungen sitzende Fett entweder durch Strohhalme oder harte Borsten 
oder gutgeglättete dünne Holzstäbchen, die mit Japanpapier umwickelt sind. 


Form der Glashähne. 


Die in der gasanalytischen Technik verwendeten deutschen Glashähne 
haben dank dem hohen Grad von Vollkommenheit, den die Glasindustrie 
Mitteldeutschlands seit 
Jahrzehnten erreicht hat, 
Weltruf erlangt, doch 
müssen die in Sachsen 
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Franz Müller, Geisslers 

Nachfolger in Bonn. Heute besitzen wir einige, wenn auch nicht viele, gute 

Glaswerkstätten, und auch im Auslande werden bisweilen gute Glashähne 
geschliffen. 

Die einfachste Form (Zweiweghahn) ist Fig 158, Nr. I mit einer geraden 
Bohrung. Dreiweghähne können in verschiedener Form gemacht werden : 
1. durch eine Winkelbohrung (VI), 2. indem der Hahn außer der geraden 
Querbohrung eine Schwanzbohrung besitzt (ID), 3. durch zwei parallele Quer- 
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bohrungen (III). Alle drei Formen gewähren Kommunikation zwischen 
höchstens zwei Röhren. Dreiweghähne zur Verbindung von zwei oder 
drei rechtwinkelig oder unter 60° zueinander stehenden Röhren besitzen 
T- oder Y-Bohrung. Bei der ersten geht die Verbindung entweder gerad- 
linig oder im Winkel von 90° oder gleichzeitig beide Wege (IV). Beim 
Hahn mit Y-Bohrung in einer Ebene (V) sind drei im Winkel von 60° 
abgehende Rohre verbunden. Diese Bohrung kann dann weiter mit einer 
Schwanzhahnbohrung in Verbindung gebracht werden. Sehr kompliziert wird 
die Herstellung, wenn man mehr als vier Wege zeitweilig in Verbindung 
bringen will. So hat man, um ein Rohr mit vier anderen zu ihm recht- 
winkelig stehenden zu verbinden, einen Doppelhahn mit zwei ineinander 
sich drehenden Hahnstopfen konstruiert. 

Zur Diehtung der Hähne schmiert man den Stopfen mit einem Ge- 
mische von Paraffin, Wachs und Vaseline o. Ä. Man schmilzt gelbes Wachs 
mit Vaseline über kleiner Flamme zusammen, setzt dann eine Spur Kolopho- 
nium und Paraffin in steigenden Mengen hinzu, und zwar prüft man die 
Konsistenz vor weiterem Zusatz so, dal man einen Tropfen des Ge- 
misches auf kalter Glasplatte erkalten läßt und nach 30 Sekunden etwa 
versucht, ob die Fingerbeere beim Eindrücken in den harten Tropfen schnell 
eine Erweichung hervorbringt. 

Ist das der Fall, so ist das Gemisch richtig. Man braucht über 
und unter etwa 20° C verschiedene Mischungen. Geppert empfiehlt 2 Teile 
weißes Wachs, 5 Teile Vaseline und 1 Teil Kolophonium. Auch Adeps lanae 
anhydricus, Pharm. Germ. IV, oder ein Gemisch aus 2 Teilen weißem Wachs 
mit 1 Teil Adeps lanae wird empfohlen (siehe dieses Handbuch, Bd. I, 
5.155). Ein gut gefetteter Hahn muß wasserklar durchsichtig sein, darf 
keine Streifen zeigen. Die Bohrungen müssen fettfrei sein. Um dieses zu 
erreichen, soll der Hahnstopfen beim Finfetten nur am äußeren und 
inneren Teil, nicht in der Mitte, wo sich die Bohrungen befinden, gefettet 
werden. Ein richtig gefetteter Hahnstopfen darf vor Beginn der Analyse 
nicht wieder herausgenommen werden, sonst muß man das Einfetten 


wiederholen. 
Kautschukverbindungen. 


Beim Arbeiten mit Quecksilber verwendet man als Verbindung zwischen 
srößeren kugelförmigen oder röhrenartigen Gefäßen sog. Patentschlauch, 
d.h. diekwandigen schwarzen Gummischlauch, der einen Druck von meh- 
reren Atmosphären aushält. Empfehlenswerter als der wenig dehnbare 
Schlauch mit Einlage ist die äußere Umwicklung der Schläuche mit Leinen- 
band oder das Umflechten mit Bindfaden. Letzteres stört die Beweglich- 
keit am wenigsten und macht die Wand selbst gegen hohen Druck wider- 
standsfähig. Für die Verbindung von Glasteilen an den Apparaten selbst, 
bei denen Glas an Glas stoßen soll, ist ein sehr gut elastischer schwarzer 
oder roter Schlauch mit etwa doppelt so starker Wand als lichter Weite 
zu empfehlen. Zur Sicherung bindet man ihn durch gewachsten, nicht zu 

Abderhalden, Handbuch der biochemischen Arbeitsmethoden. III. 36 
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dünnen Faden oder weichen, 1—!/, mm dicken Eisendraht. Dieser muß 
mit einer Flachzange so angezogen werden, daß an den Stellen, an denen 
der Draht zusammengezogen ist, der Schlauch sich nieht zwischen den 
beiden Teilen des Drahtes einklemmt. An solchen Stellen wird der Gummi 
immer schnell undicht. Ein luftdicht schließendes Gummischlauchstück darf 
sich mit den Fingern nicht mehr um das Glasrfohr drehen lassen. 


Reinigung der Gummischläuche. 


Verwendet man für die Verbindung von zwei Glasstücken Gummi- 
schlauch, so sollen die abgeschmolzenen Glasenden möglichst ohne Zwischen- 
raum miteinander verbunden werden. Denn Kautschuk absorbiert Sauer- 
stoff und Kohlenwasserstoffe und ist für Kohlensäure durchlässig. Auch 
gibt er Wasser an trockene Gase ab.!) Der zu verwendende Gummi darf 
innen keinen Taleumüberzug haben, sondern muß glatt, schwarz oder rot 
aussehen. Eventuell spüle man ihn sorgfältig aus. Man kann ihn zweck- 
mäßig mit wenig Vaseline einfetten. Kautschuk enthält vom Vulkanisieren 
Schwefelverbindungen, die sich in Berührung mit Laugen zu Schwefel- 
alkali lösen. Eine derartige Lauge wird beim Stehen gelb und verzehrt 
merkliche Mengen von Sauerstoff. Man soll daher den Gummischlauch erst 
längere Zeit in Lauge liegen lassen, dann mit Säure und Wasser vor dem 
Gebrauch ausspülen und die Lauge aus dem Absorptionsgefäß, in welchem 
nur Kohlensäure absorbiert werden soll, so oft entfernen, bis sie nach mehr- 
tägigem Stehen rein weiß bleibt. Um die Gasabsorption und Gasdiffusion 
zu verhindern, wird auch Bestreichen mit Kopallack empfohlen. ?) 


Reinigung des Quecksilbers. 


Zur exakten Bestimmung von in Wasser nicht unbeträchtlich lös- 
lichen Gasen muß man das Gasgemisch über Quecksilber auffangen und 
analysieren. Teils um Sauerstoffabsorption und Kohlensäureentwicklung zu 
vermeiden, teils um glatte Menisken zur scharfen Ablesung zu erzielen, 
muß das Quecksilber vor dem Gebrauch von anderen metallischen Verun- 
reinigungen befreit, staubfrei und trocken gemacht werden. Man muß ge- 
stehen, daß eine sehr bequeme Reinigungsmethode des Quecksilbers von 
beigemengtem anderen Metall noch nicht existiert. 

Die von Weinhold empfohlene Destillation im Vakuum liefert nicht 
völlig reines Metall. Der Apparat in der Modifikation von Hempel (siehe 
(Gasanalyt. Methoden, Fig. 36) besteht aus einem etwa 70 cm langen Rohr, 
oben mit kugeliger Erweiterung. Das Rohr steht unten in einem kurzen 
weiteren Rohr mit Korkverschluß. Durch den Kork führt ein mindestens 
1:60 m langes dünnes Glasrohr bis fast an die innere Wölbung der kuge- 
igen Erweiterung des erstgenannten Rohres heran. Das lange, dünne Rohr 
ist unten S-förmig gebogen und besitzt in der Mitte etwa kurz unter der 


') Vgl. dieses Handbuch. Bd. 1. S. 11. 
°) Harbeck und Lunge, Zeitschr. f. anal. Chemie. Bd. 16. S. 30. 
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Einmündung in den Kork einen seitlichen Ansatz mit Glashahn. Das 
kurze, weite, durch den Kork verschlossene Rohr besitzt zweckmäßig einen 
seitlichen Tubus, von dem eine 
diekwandige Schlauchverbindung 
zu einem Niveaugefäß führt. 
Einen bequemeren Apparat, 
der ohne Schwierigkeit gestatten 


Kühlwasser 


Kühlwasser 
>> = 7 Hl 


Leuchtgas 
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Fig. 159. Fig. 160. 


soll, Quecksilber in sehr kurzer Zeit zentnerweise zu destillieren, hat J. Wetzel 
kürzlich beschrieben'): Fig. 159 zeigt den Apparat komplett montiert, Fig. 160 
als Skizze. 


') ir Wetzel, Über einen neuen Quecksilberdestillationsapparat. Chemiker-Zeitung. 
Je. 1908. S. 1225. Nr. 101. Bd. 32. 
36 * 
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Um den Apparat in Betrieb zu setzen, wird das zu reinigende Queck- 
silber in Kolben # und das oben offene Gefäß © (siehe Fig. 159) eingefüllt, 
das Knierohr e (Fig. 160) in eine Schale mit reinem Quecksilber getaucht 
und der Apparat bei 5, bzw. E mit der Wasserstrahlluftpumpe evakuiert. 
Hierbei steigt das Quecksilber in dem innersten kapillaren Glasrohr e und 
gleichzeitig durch den mantelförmigen 
Teil zwischen dem äußeren und dem 
mittleren Glasrohr d in die birnen- 
förmige Erweiterung i, bzw. B bis zu 
einer gewissen Höhe empor, die vom 
äußeren Luftdruck und der Leistungs- 
fähigkeit der Wasserluftpumpe ab- 
hängig ist. 

Durch Nachgießen von Queck- 
silber in das Gefäß a, bzw. C kann das 
Niveau des Quecksilbers in dem oberen 
birnenförmigen Siedegefäb © so regu- 
liert werden, dal es sich etwa 2 cm 
unterhalb der Mündung des mittleren 
Glasrohres e einstellt. Das Quecksilber 
wird nun in dem Siedegefäß © mittelst 
Il der Ringbrenner g erhitzt und der ein- 
an geschmolzene Kondensator A mit der 
| h | Wasserleitung verbunden. Nach 30 bis 
ll) 40 Minuten wird der Hahn bei b, bzw. 
hl E geschlossen und die Wasserstrahl- 
a luftpumpe ausgeschaltet. Das verdamp- 
| fende Quecksilber kondensiert sich an 


4 der nach unten spitz zulaufenden Kühl- 

vorrichtung A und tropft in den oberen 

Gr Teil des mittleren Rohres e, wo der 

== m aus Glas gefertigte Schwimmer / die 

| dort angeschmolzene Kapillare solange 

N verschließt, bis sich eine gewisse Menge 

y (Juecksilber angesammelt hat, die ihn 

Mm 5 emporhebt. Dadurch findet ein ruck- 

l ), ”" weises Abflieben des destillierten Queck- 

ie. 161. silbers statt. Es tritt eine Wirkung wie 

bei einer Spenglerschen Quecksilber- 

pumpe ein. Das Vakuum im Apparat wird fast absolut. Das Bereiniee 
Quecksilber verläßt bei ce den Apparat. 

Da Quecksilber im Vakuum des Kathodenlichtes bereits ber 155° 
siedet, so ist ein Springen des Siedegefäßes bzw. des Kondensators nicht 
zu fürchten, besonders wenn die Gefäße aus Jenaer Glas hergestellt sind 
und eine direkte Flammenwirkung durch eine Art Baboblech (siehe Fig. 159) 
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vermieden wird. Die große Leistungsfähigkeit des Apparates ersieht man 
daraus, daß in 10 Stunden etwa 23 kg Quecksilber destilliert werden können. 
Die bisher gebräuchliche Destilliervorrichtung liefert in der gleichen Zeit 
nur etwa 2?/, kg Quecksilber und ist viel weniger handlich. 

Man wird bei kleinen Quecksilbermengen meist mit der Reinigung 
vermittelst Salpetersäure auskommen. Zu diesem Zweck läßt man das Queck- 
silber aus einer Wu/fschen Flasche (siehe Fig. 161, Nr. 7), in deren Stopfen 
ein rechtwinkelig umgebogenes Glasrohr (2) mit Glashahn steckt, langsam 
in eine Röhre (3) fließen, in welcher sich eine 1 m hohe Schicht von ver- 
dünnter Salpetersäure befindet. Die Röhre ist unten durch einen Stopfen 
verschlossen, in welchem eine U-förmig gebogene Kapillarröhre (#) steckt. 
Aus diesem tropft das Quecksilber dann in ein unterstehendes Gefäß (5). 
Durch Regulierung des Eintropfens kann das Austropfen entsprechend ge- 
geregelt werden. sobald man im Anfang in 3 eine Schicht reinen Queck- 
silbers unter die Salpetersäure geschichtet hat. 

Bei einer anderen Art der Reinigung geht man so vor, daß man 
das Metall in einem Schütteltrichter, dessen Hahn nicht gefettet ist, mit 
Salpetersäure, darauf mit Leitungswasser, dann mit destilliertem Wasser 
kräftig schüttelt, durch einen Filter filtriert, in dessen Spitze eine ganz 
feine Öffnung ist oder bei ganz wenig geöffnetem Hahn aus dem Trichter 
langsam abfließen läßt. Durch mehrfaches Filtrieren durch immer neue 
Filter und Weggeben des letzten Restes Hg oder mehrfaches Abfließen- 
lassen erzielt man bei Einlaufenlassen in natürlich tadellos staubfreie und 
trockene Gefäße endlich ein klarspiegelndes, reines Metall. 


Quecksilberwanne. 


Die meist benutzten, aus Holz und Glas oder aus Porzellan gefertigten 
Wannen (siehe Fig. 162) haben den Nachteil, daß in ihnen unnötig viel Queck- 
silber gebraucht wird. Am zweckmäßigsten erscheint 
eine Wanne aus Holz, deren Dimensionen etwa fol- 
gendermaßen zu bemessen wären!) (Fig. 163): 

Auf dem hölzernen Fußbrett A sind zwei 
25 em lange, 15 cm hohe und 12 em breite Eichen- 
bretter B und 3, montiert, die durch vier Schrauben 
zusammengehalten werden. Die innere Fläche ist 
sorgfältigst geglättet und vor dem Zusammen- 
schrauben gefirnißt. Aus ihnen ist ein Spalt © ausge- 
spart, der 15cm lang, 10 cm tief und etwa 2cm breit ist. Dieser Spalt 
erweitert sich in einen Raum D von 7 cm Länge, 10 cm Tiefe und 7 cm 
Breite. An dem Spalt befindet sich unten ein Ablaßrohr mit Verschluß (in 
der Figur nicht vorhanden). In dieser Wanne können selbst große Gefäße 


') J. Haldane, Some improved methods of gas analysis. Journ. of Phys. Vol. 22. 
p-477 (1898) und seine Anleitung zur Grubengasanalyse (ef. p. 105). 
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umgestülpt und jederlei Röhren mit Gas gefüllt werden, ohne daß viel 
Quecksilber gebraucht wird, außerdem ist die Reinigung sehr leicht. 


Aichung der Glasröhren. 


Man verwendet meist Eudiometerröhren von 10—12 mm Querschnitt, 
die etwa 15—60 cm? Inhalt haben, für geringe Gasmengen engere und 
längere bis 1m lange, in denen das kleine Gasquantum ein recht großes 
Volumen einnimmt. Sie sind in !/,, oder !/, auf dem Glase geteilt, 
so daß man bis !/,oo Schätzen kann. Bei Vermeidung parallaktischer 
Fehler durch Fernrohr- oder Spiegelablesung gelangt man bis Y/;oo :Ge- 
nauigkeit, zumal wenn zweimal bei verschiedener Einstellung abgelesen 
wird. Für ganz kleine Volumina 
kann man bei Quecksilber bis 
auf 1 mm, bei Wasser auf 2 mm 
Rohrdurchmesser heruntergehen 
(siehe Mikroanalyse), muß‘ dabei 
aber für die Druckberechnung 
die Kapillardepression in Rech- 
nung stellen, für mittlere Mengen 
auf 35—4 mm. Man teilt .die 
ganze Länge des Rohres so, daß 
die ganzen Teilstriche 35 —4 mm 
auseinander liegen und teilt 
diesen Abschnitt in fünf Unterab- 
schnitte. So kommt man wieder 
zu 1/,.0 em3 Abschätzung. 

Wir sind heute in der glück- 
= lichen Lage, nicht mehr, wie es 

Fig. 168. Bunsen mußte, auf den Glas- 

röhren die Teilung selbst ein- 

ätzen zu müssen. Gute Glasbläser besorgen diese Arbeit für uns. Aber „die 

auf den Röhren (mit der Teilmaschine) eingeätzte Teilung kann nicht un- 

mittelbar als Maß für den Rauminhalt dienen, da weder das Kaliber solcher 

Röhren innerhalb größerer Längen gleichförmig ist, noch eine am Ende 

etwa vorhandene Wölbung oder durch Einschmelzen von Drähten oder An- 

bringung eines Seitenrohres hervorgerufene Änderung des Kalibers eine 

unmittelbare Übereinstimmung der Teilung mit dem inneren Volumen 
zuläßt“. 

Man muß daher den Rauminhalt v der Röhren durch Auswägen be- 
stimmen: 

Ist p das durch Abwiegen ermittelte Gewicht der Füllungsflüssigkeit 
(Quecksilber oder Wasser), v das gesuchte Volumen des Rohres, d* die Dichte 


der Flüssigkeit bei Temperatur t, so ist v= rm 
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Aus Tabelle 18 der Landolt-Börnsteinschen physikalisch-chemischen 
Tabellen ') entnehme ich für mit Messinggewichte gewogene Gewichts- 
mengen bei 760 mm Luftdruck das Volumen, das 1g entspricht.?) Es 
ist bei 


Temperatur Wasser Quecksilber 
Grad cm3 em’ 

0 1001192 007355 
10 1001333 007368 
15 1001935 007375 
20 1002835 007382 
25 1004001 007388 
30 1005410 007395 


Das Volumen ist also gleich dem gefundenen Gewicht multipliziert 
mit diesem Wert x. 

Bei kurzen und engen, an beiden Seiten offenen Röhren ist das 
Kalibrieren ziemlich einfach, indem man an dem unteren Ende vermittelst 
dickwandigen Gummis, den man mit Leinenband fest umwickelt, ein hart 
Glas an Glas schließendes kurzes Rohr mit Glashahn befestigt, das in eine 
möglichst enge Glasspitze ausmündet. 

Man liest den Stand des obersten Punktes des Quecksilbermeniskus 
in der luftfrei mit reinem Quecksilber gefüllten, vorher gereinigten Röhre 
ab. Um die parallaktische Verschiebung zu vermeiden, mit 
anderen Worten, um eine horizontale Visierlinie zu er- = 
reichen, empfiehlt es sich, die Teilungsmarken rund um Fi 


die Röhre herum laufen zu lassen. Wenn das Auge den e| 
Teilungsring als geraden Strich, nicht als Kreis sieht | 


(Fig. 164 bei der durch seitlichen Strich markierten Stelle), 
so befindet es sich in gleicher Höhe mit ihm. Ist solche 
Ringmarke nicht vorhanden, so hilft man sich durch ein 
Stück Milchglas, auf dem ein kleines Stück Spiegelglas 
aufgekittet ist. Man bringt das Spiegelbild des Teilstriches 
mit dem Teilstrich selbst zum Zusammenfallen, verschiebt 
dann, ohne die Stellung des Auges zu verändern, das Glas 
ein wenig, bis das Milchglas hinter der Teilung steht und 
liest ab. Hg : 
Das (uecksilber läßt man in ein gewogenes Wäge- Fig. 164. 

glas eintropfen und wägt von Zentimeter zu Zentimeter 

oder in größeren Abständen, je nach der erforderlichen Genauigkeit. Durch 
Umrechnung des Quecksilbergewichts auf Volumen nach der vorstehenden 
Tabelle findet man den Rauminhalt zwischen den abgelesenen Teilstrichen. 


I 


> 


Ba | BER = 


T 


\ 


\ 
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1) Landolt-Börnstein, Physikalisch-chemische Tabellen. 3. Aufl. Berlin. J. Springer. 
1905. S. 42. 

?) Die Zahlen bedeuten genauer definiert das auf den leeren Raum reduzierte 
Gewicht derjenigen H,O- resp. Hg-Menge, die in Messinggewichten gewogen einem Gramm 
gleichkommt, dividiert durch die Dichte bei der betreffenden Temperatur. 
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Soll ein Gas in dem zu kalibrierenden Rohr über Wasser abge- 
schlossen und analysiert werden, so ist es prinzipiell fehlerhaft, mit Queck- 
silber zu kalibrieren. Man kalibriert dann mit Wasser in genau der gleichen 
Weise wie soeben beschrieben, nur hat man besonders genau das Ablaufen 
des Wassers von der Wand abzuwarten. Die Umrechnung auf den Raum- 
inhalt findet man ebenfalls in vorstehender Tabelle. 

Schwerer ist die Aichung von langen, oben geschlossenen Eudiometer- 
röhren: Die Röhre wird auf dem Quecksilbertisch senkrecht aufgestellt und 
eine gemessene Menge Queck- 
silber eingefüllt. Zur Abmes- 
sung empfiehlt es sich, ein 
ein für allemal kalibriertes 
Gefäß zu benutzen (Fig. 165 
nach Geppert). Dieses besteht 
aus einer etwa 200 cm? 
fassenden Kugel A, welche 
in eine 4mm weite Röhre 
ausmündet. In dieser befindet 
sich ein Schwanzhahn 8, 
dessen Schwanzbohrung zu- 
nächst mit der Außenluft in 
Verbindung steht, während 
die Längsbohrung zu einem 
Rohr führt, an dem sich das 
eigentliche Kalibriergefäß K 
befindet. Dieses besteht aus 
einer Kugel, die in eine feine, 
1 mm weite Kapillare aus- 
mündet. Die Kugel A wird 
‘durch die Schwanzbohrung 
von S mit der Wasserstrahl- 
pumpe leer gepumpt, die 
Kapillare in Quecksilber ge- 
taucht und sie sowie X durch 
Hahndrehung bei 5 mit 4 
‚, : verbunden. Man läßt das 
(Quecksilber langsam steigen, 

Fig. 166. so dal) keine Luftblasen an den 

Wandungen und in der Hahn- 

bohrung sitzen bleiben, bis das Quecksilber das Rohr über S erfüllt. Dann 
wird die obere Kugel A weiter direkt mit Quecksilber gefüllt. Man dreht nun 
S so, daß die Luft durch die Schwanzbohrung mit X kommuniziert und der be- 
kannte Inhalt von K sich in das Eudiometer entleert. Bei ganz genauen Ab- 
lesungen muß nach jeder Ablesung die Temperatur bestimmt werden. Man 
liest dann vermittelst Kathetometers (Fig. 166) aus 2—3 m Entfernung den 


Fig. 165. 
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Stand des Quecksilbermeniskus auf der Teilung des Rohres ab, und so fort. 
Dabei hat man jeweils darauf zu achten, dal kein Quecksilbertropfen an 
der Wand des Rohres haftet, indem man vor der Ablesung das Eudio- 
meter auf den Tisch aufklopft, oder indem man zur Verdrängung von Luft- 
blasen zwischen Glaswand und Quecksilber das Rohr mit dem rechten 
Daumen verschließt und unter Drehen mit der linken Hand in horizon- 
tale und dann wieder in vertikale Lage bringt. Trotzdem wechselt die Höhe 
des trockenen, unbenetzten Quecksilbermeniskus im gleichen Rohr nicht 
unwesentlich, sobald das Rohr vor der Benutzung und nach der Reini- 
gung einige Zeit unberührt gehangen hat. Die Höhe des mit einer Flüssig- 
keitsschicht überschichteten Quecksilbermeniskus ist dagegen konstant. 
@eppert empfiehlt deshalb unter einer Ätherschicht oder auch unter Wasser 
zu kalibrieren. Ist viel Quecksilber durch den Kalibrierapparat (Fig. 165) 
gegangen, so legt sich feiner Staub an dessen Wand an, den man vermit- 
telst einer in Äther getauchten Federfahne entfernt. Festhaftende Queck- 
silbertropfen werden durch ein 
an der Schwanzhahnbohrung be- 
festigtes Doppelgebläse entfernt. 

Bei Berechnung des Inhalts 
ist für Analysen in hängendem, 
unten offenem Eudiometer zu 
berücksichtigen, daß im hän- 
genden Eudiometer (Öffnung 
nach unten, Fig. 167, Stellung 
4A und B) die Kuppen der Queck- 
silbermenisken sich zwar an den- 
selben Stellen (Fig. 167 bei 7) 
wie bei der Kalibrierung in stehen- 
der Stellung (Öffnung nach 
oben, Fig. 167, Stellung C) 
betinden und demgemäß in beiden Lagen Rebe Ablesungsziffern liefern, 
daß aber die von ihnen begrenzten Räume (in Fig. 167 schraffiert) ver- 
schieden groß sind. Die Fig. 167 erläutert diese Verhältnisse. Man mub 
daher in der Kalibriertabelle, die die Kaliber für bestimmte Skalenteile 
bei hängender, unten offener Stellung (4) enthält, den durch die Linie 7 
(siehe C) und den Hg-Meniskus begrenzten Raum doppelt hinzuaddieren. 
Geppert nennt diesen doppelten Raum den faktischen Korrektionswert des 
betreffenden Meniskus. Er beträgt bei Röhren von 
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Geppert hat außerdem für Röhren von 100-180 mm Durchmesser 
die Korrektionswerte bei Benetzung des Quecksilbers mit Wasser, Laugen usw. 
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(siehe Fig. 167 B) in Tabelle 3 seines Buches gegeben. Daraus entnehme 
ich folgende Werte: 


a 


| E 180 mm 140 mm 100 mm 
Substanz | R en ec en ne a | ! 
Ai mm _ PN Mm # mm 
ee, 05 35 03 32 
KOR . . .| 101 | —06 | 39 —06 35 —0'3 32. 
KOHZ | 1:09 —0'3 35 —0'2 2:9 —0'3 28 
KOT: || 145 —0'2 | 3i3 —0'5 32 —0'4 3:02 


Die genaue Berechnung des Kaliberwertes findet sich auf S. 1618 
des Geppertschen Buches und soll hier wegbleiben, da die Benutzung dieser 
5 oben geschlossenen, langen Eudiometer- 
röhren nach Bunsenschem Prinzip: für 
biologische Arbeiten nur noch ausnahms- 
weise erforderlich sein dürfte, 


Die Aichung von kugelförmigen 
oder flaschenförmigen größeren Glas- 
gefäbßen (von ca. Dcm? ab) geschieht 
genügend genau durch Wägung in 
leerem und mit Wasser gefülltem Zu- 
stand. So eroße Mengen Quecksilber 
(1 cm® Hg wiegt 13°5.9) lassen sich auf 
an Wagen nicht mehr mit der er- 
forderlichen Exaktheit abwiegen. Dabei 
ist zu bedenken, ob man die Hahn- 
bohrung eines in Verbindung stehenden 
Hahnes mit in die Kalibrierung einbe- 
ziehen will oder nicht. 


Fig. 168. 


Aichung von Gasmessern. 


Die sogenannte feuchte Gasuhr von Zlster in Berlin ist bei nicht 
allzu langsamem Gang mit sehr geringen Fehlern behaftet, nur muß der 
Wasserstand genau kontrolliert werden. Die trockenen Gasuhren von #lster 
dagegen, die im Innern Lederbälge tragen, müssen mindestens alljähr- 
lich (bei Expeditionen vor Beginn und nach der Rückkehr) neu geaicht 
werden, da das Leder trockener und härter wird und daher Risse bekommen 
kann. Man aicht sie, indem man aus einem etwa 107 oder mehr Wasser 
fassenden ausgewogenen Gefäß (Fig. 168 W) aus verschiedener Höhe, d.h. 
bei verschiedener Geschwindigkeit, stoßweise das Wasser durch einen weiten 
Schlauch in eine Flasche oder Behälter A auslaufen läßt, der sich in luft- 
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dichter Verbindung mit der Gasuhr befindet. So ermittelt man den Fehler 
bei verschiedener Umdrehungsgeschwindigkeit. Das Bequemste ist, die 
trockenen Gasuhren hinter eine feuchte Gasuhr zu schalten, in diese hin- 
einzuatmen und so die Abweichungen bei verschieden großen Luftmengen 
festzustellen. 


- Allgemeine gasanalytische Methodik. 


Probenentnahme und Transport der Gasproben. 


Soll eine Gasprobe’ aus Räumen entnommen werden, in welchen In- 
dividuen gelebt haben, oder in denen dieGasmischung aus bestimmten Gründen 
untersuchungswert erscheint, und an einem anderen entfernten Orte analy- 
siert werden, so mul die Gasprobe tatsächlich eine Durchschnittsprobe des 
vorhandenen (semisches darstellen, ohne durch die 
Ausatmungsluft des Entnehmenden oder sonst wie 
während der Entnahme verändert zu sein. 

Man wählt zur Probeentnahme aus Luftkanälen 
eine Stelle von möglichst geringem Querschnitt. Im 
Fabriks- und im Bergwerksbetriebe benutzt man große 
Aspiratoren aus Zinkblech von etwa 10 Inhalt, doch 
kann man bei derartigen Metallbehältern niemals auf 
tadellose Reinheit rechnen. Sauberer ist ein Aufsam- 
meln in Glasgefäßen, jedoch sind sie naturgemäß 
schlechter zu transportieren, wenn sie nicht aus mit 
Glasstöpseln versehenen, etwa 70 cm fassenden dick- 
wandigen Flaschen bestehen (Fig. 169): In die trockene 
und reine Flasche führt man an dem zu untersuchen- 
den Ort einen langen Gasschlauch ein, durch den ups 200 
(eventuell mittelst Pumpe oder Spritze) die innen 
befindliche Luft heraus- und die umgebende Luft eingesaugt wird. Nach- 
dem dies mehrfach geschehen, verschließt man und befestigt und sichert den 
Stöpsel, wenn die Füllung im Bergwerk unter erhöhtem Druck gegenüber 
der atmosphärischen Luft oder an Punkten mit vermindertem Druck (Berg- 
spitzen oder Ballon) geschah, durch ein über den Stöpsel gelegtes festes 
Gummiband, das durch ein nun um die Flasche geklebtes Etikett gehalten 
wird. Zwecks Überfüllung zur Analyse unter Quecksilber kann man einen 
Bunsenschen Kunstgriff benutzen. Man öffnet den Glasstopfen unter Queck- 
silber und setzt einen doppelt durchbohrten Stopfen fest ein. Zwei den Stopfen 
durchsetzende Glasröhren (Fig. 170 aa, und bb,) werden durch je ein in dem 
Schlauch sitzendes solides Glasstück d unterbrochen. Man hatte den Schlauch 
an a und b, sowie an a, und 5b, durch fest umgebundene Fäden befestigt. 
Zur Entleerung und Überfüllung des Gases wird jetzt auf «, ein mit Queck- 
silber gefüllter Trichter aufgesetzt und 5‘ mit einem kapillaren Überfüllrohr 
verbunden und die Fäden um ce gelockert, so daß die Schläuche loser an- 
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liegen. Bei a strömt Quecksilber an dem Glasstück d vorbeigleitend ein, 
bei 5 wird Gas herausgetrieben. 

Kleinere Proben werden in sich nach beiden Enden verjüngenden Glas- 
röhren oder Glaskugeln aufbewahrt, die durch Gummischlauch mit rund ab- 
geschmolzenen Glasstöpseln luftdicht verschlossen sind (Fig. 173). Schlauch und 
Stöpsel müssen mit gewachstem 
Faden oder Draht am Glas so 
fest gebunden werden, daß sie 
mit den Fingern nicht bewegt 
werden können. Auch gleichge- 
staltete Gefäße mit Glas- 
hähnen werden verwendet 
(Fig.171, 172): 

Sollen Gase entnom- 
men werden, deren Einat- 


Fig.172. Fig. 174. 


men schädlich wäre, so evakuiert man die Röhre zuvor oder füllt sie mit 
(Quecksilber, das man bei der Probeentnahme auslaufen läßt und versenkt 
sie mit Hilfe eines auf Fig. 174 skizzierten, aus weiter Entfernung bewegbaren 
Halters an der zu prüfenden Stelle. Durch Herausheben aus dem Quecksilber füllt 
sich das Rohr. Durch Quecksilber verschlossen wird es heraufgezogen. War es 
evakuiert und zugeschmolzen, so zertrümmert man die Spitze durch rasches 
Aufstoßen und füllt dann. Will man die Röhren per Bahn versenden, so 
benutzt man an einer Seite sich verjüngende geschlossene Glasröhren (Fig. 175), 
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die man evakuiert und zuschmilzt. Nachdem am Ort der Entnahme die 
Spitze abgebrochen, schmilzt man an einer schon zum Zusammenschmelzen vor- 
bereiteten engeren Stelle des Glasrohres über einem Licht oder einer Spiritus- 
lampe zu, verpackt die Röhren in Kästen mit Sägespänen, die für jede Röhre ein 
besonderes Fach haben und tut die Kästen in eine größere Kiste mit Heu. 

Sollen größere (rasmengen aus Mineralwässern oder (Quellen aufge- 
fangen werden, so füllt man eine mit zwei Hähnen versehene Blechtrommel 
mit Wasser, verbindet den einen Hahn mit einem Schlauch und herab- 
hängenden Trichter, in den die Gasblasen beim Auslaufen des Wassers 
hineingesaugt werden.!) Die Gasblasen sammeln sich in der Blechtrommel. 
Für kleinere Mengen genügt es, einen Trichter mit einem an einer Stelle 
stark verjüngten Probierglas oder einer Flasche zu verbinden, unter Wasser 
gasfrei zu füllen und die Gasblasen in dem Glas hochsteigen zu lassen. 
Man schmilzt an der verjüngten Stelle zu. 


Aufbewahren von Gasproben. 


Gummisäcke können nicht zu längerem Aufbewahren von Gasgemischen 
benutzt werden, da Gummi Gase absorbiert und hindurchläßt.?) Ebenso 
verändern Gasgemische, wenn man sie 
längere Zeit in Metallgefäßen und selbst 
wenn man sie in nicht völlig trockenen 
und reinen Glasgefäßen aufbewahrt. 
in wenigen Tagen ihre Zusammen- 
setzung (siehe vorher 8.557). Für sehr 


AL EROSLLLTTRN 


en mması mama antrnumammamakguaun — 


Fig. 176. Fig. 177. 


') Fig.8 auf S.7 von Hempels Gasanalyse. 
®) Vgl. dieses Handbuch. Bd. 1. S. 11. 
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eroße Mengen empfiehlt Hempel den folgenden, aus verbleitem Eisenblech 
hergestellten Gasometer (Fig. 176). Er hat vor den sonst üblichen 
den Vorzug, daß das Gas nicht wie dort über einer großen Flüssig- 
keitsmenge steht, die die in ihr absorbierten Gase an das anders- 
artige Gasgemisch abgibt und es so verändert, sondern durch eine 
enge Schicht konzentrierter Chlormagnesium- oder Chlorcaleiumlösung ab- 
geschlossen ist. Die Glocke @ hängt über dem völlig abgeschlossenen Hohl- 
zylinder © und taucht in die abschließende Salzlösung 5. Der Gasometer 
wird mittelst Zuführungsrohres in der Richtung des Pfeiles gefüllt. Das 
Gas steigt durch Rohr » in die Höhe. Die Gasentnahme geschieht durch 
Hahn h. Bei f, oben an der Glocke, befindet sich ein durchlöchertes Blech 
mit Ringführung, damit die Glocke @ sich stets senkrecht auf- und abbewegt. 


Fig. 178. i Fig. 179. 


Will man eine kleinere Menge eines Gasgemisches ansammeln und 
längere Zeit unverändert zur Analyse bereit halten, so muß dies über 
Quecksilber geschehen. Als Gasometer dienen am einfachsten 2 Eprou- 
vetten, von denen die engere in die weitere gestülpt ist und oben durch 
einen festen Halter gehalten und bewegt werden kann. Man füllt das Gas 
durch das Quecksilber hindurch ein, entleert es durch eine doppelt U-förmig 
gebogene kapillare Gasleitung (Fig. 177). Hempel empfiehlt zwei, durch 
dickwandigen Gummischlauch verbundene Kugeln, von denen die eine in 
ein kapillares, durch Gummi und Quetschhahn verschlossenes Auslaßrohr 
mündet. Durch Heben oder Senken der Niveaukugel wird das Gas durch 
die Kapillare ausgetrieben oder eingefüllt (Fig. 178). 

Einen sehr bequemen Gasometer liefert eine umgestülpte Kochflasche 
mit doppelt durchbohrtem Kork.') In der einen Bohrung sitzt ein kurz unter 


!) Die Porosität des Kork hebt man auf durch Überziehen mit Paraffin, Schel- 
lack (in Alkohol gelöst) oder Kollodium. 
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dem Kork endendes Kapillarrohr, das zu einem Niveaugefäß führt, in der 
anderen ein bis unter die Wölbung der Kugel führendes Kapillarrohr, das 
mittelst Gummi und Quetschhahn geschlossen ist (Fig. 179). 

Zur Aufbewahrung etwas größerer Gasquantitäten dient einer der 
beiden nebenstehend abgebildeten Apparate („Tourniquet“), die auf dem 
gleichen Prinzip beruhen (Fig. 180 u. 181). 
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Fig. 180. Fig. 181. 


Abmessen der Gasproben. 


Allgemeines. 


Die Worte von Hempel (S. 46 seines Buches): „Wegen der Löslich- 
keit der Gase in Wasser und den Reagenzien ist selbst unter Anwendung 
von mit den fraglichen Gasen gesättigten Sperrflüssigkeiten keine sehr 
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weitgehende Genauiekeit zu erreichen“, gelten, wie wir sehen werden, bei 
den zu biologischen Zwecken empfehlenswerten Methoden nicht unbedingt, 
wenn auch das Abmessen über Quecksilber das sicherere, allerdings unbe- 
quemere Verfahren bleibt. Doch gehört zur genauen Analyse über Wasser, 
zumal kleiner Gasmengen und wenn ein in Wasser leicht lösliches Gas, 
etwa Kohlensäure vorliegt, eine gewisse Übung: Die Ablesungen müssen 
schnell gemacht werden, das Gas darf nach dem Einfüllen und vor der 
Ablesung nicht länger als etwa 10 Minuten im Rohr stehen, die Röhren 
müssen an der Berührungsstelle von Wasserniveau und Gas möglichst eng 
und aufs peinlichste gesäubert sein. An der Glaswand anhaftende Wasser- 
tropfen bedingen sehr erhebliche Fehler. (Anderer Rauminhalt als aus- 
kalibriert, stärkere Gasabsorption an der Wandschicht!) Man muß ferner 
bei Änderung des Niveaus schnellen Wechsel des Flüssigkeitsstandes ver- 
meiden, das Wasser muß langsam an der Wand herab- oder heraufgleiten. 
Bei Beachtung dieser Vorsichtsmaßregeln gelingt es selbst in Röhren bis zu 
1 mm lichter Weite, tadellos exakte Abmessungen vorzunehmen. 


Abmessen über Wasser. 


Man gestaltet für kleinere Gasmengen die Büretten so, daß die das 
(as abschließende Wasseroberfläche, wie gesagt, möglichst geringen Durch- 
messer hat und liest den Stand des Meniskus entweder geren ein 
dahinter gehaltenes Stück weißen Papiers oder nach Färben des Wassers 
durch eine Spur Rosolsäure u. ä. gegen den hell beleuchteten Hinter- 
grund ab. Bei Abmessen von kohlensäurehaltigen Gemischen wird dem 
Wasser eine Spur Schwefelsäure zugesetzt (d. h. eine Säure, die keine Ten- 
sion besitzt). 

Die einfachste Hempelsche Bürette besteht (siehe Fig. 182) aus 2 Glas- 
röhren von etwa 15 mm Querschnitt, die in eisernen Fußgestellen sitzen 
und durch einen über 1m langen, diekwandigen Gummischlauch in Ver- 
bindung stehen. Das in 100 em? geteilte Meßrohr, bei dem jeder Kubik- 
zentimeter wieder in Fünftel geteilt ist, verjüngt sich oben zu einer 
Y/,—1lmm weiten Schlauchspitze, auf der ein kapillarer dickwandiger 
Gummischlauch mit Quetschhahn sitzt. Man verdrängt zunächst mit saurem 
Wasser alle am Glase oder im Schlauch haftenden Luftbläschen. senkt dann 
das Niveaurohr und saugt die Gasprobe in die Meßröhre ein, indem man, 
wenn nötig, aus einem hochhängenden Gefäß Wasser in den Gasometer 
nachströmen läßt. Will man längere Berührung der Gasprobe mit dem 
Absperrwasser vor der Ablesung vermeiden, so saugt man eine mit 2 Glas- 
hähnen versehene. zuvor getrocknete Meßbürette (siehe Fig. 183) mit der 
Wasserstrahlpumpe leer und füllt dann das Gas in das leere Rohr ein, ohne 
den unteren Hahn zu öffnen. 

Zur genauen Abmessung stellt man die Verbindung mit dem Niveau- 
rohr her, während das Wasser im Niveaurohr etwas höher als in der 
Bürette steht, öffnet den oberen Hahn ganz kurze Zeit, schließt, ‘ohne 
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den Stand des Niveaurohrs zu ändern, und liest nun bei dem herrschen- 
den Barometerstand und der Zimmertemperatur ab. 

Will man die durch Temperatur- und Barometerschwankungen be- 
dingten Variationen im (Gasvolumen ausschalten resp. das Ablesen von 
Temperatur und Barometerstand nach jeder Ablesung umgehen, so läßt man 
Niveaurohr N außer mit Bürette B durch ein T-Stück mit einer ähnlich ge- 
stalteten zweiten Bürette wie B kommunizieren, die eine beliebige Menge 
Luft enthält („Thermobarometer“) 
(s. Fig.184 TB). Man liest dann, indem 
man den Wasserspiegel im Niveau- 
rohr N in die gleiche Höhe des Wasser- 
meniskus in B und TB bringt. den 
Stand in B und TB ab. Er sei in 
b=80, in TB=40 cm: Durch Tem- 
peraturänderung ist der Stand nach 
10 Minuten B=85, TB=46. Wenn 
Temperaturausgleich schon erfolgt wäre, 
so müßten nach dem Boyleschen Gesetz, 
wenn 8=85 geworden, 4cm? auf 


Fig. 182. Fig. 183. Fig. 184. 


+25cm® zugenommen haben. Man wartet diesen Zeitpunkt ab, d.h. bis die 
beiden Gasvolumina während des gleichen Zeitintervalls sich gleichsinnig 
und im Verhältnis ihrer Mengen verändern. Hat man außer der prozen- 
tualen Zusammensetzung auch die absoluten Mengen zu bestimmen, so mul 
jetzt der Stand des Barometers und der Temperatur notiert werden, um 
das Volumen auf 0° und 760 mm reduzieren zu können, oder es muß das 
reduzierte Volumen des im Thermobarometer befindlichen Gases bekannt 
Abderhalden, Handbuch der biochemischen Arbeitsmethoden. III. 37 
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sein. Dann ergibt dessen augenblicklicher Stand den Reduktionsfaktor (siehe 
S. 593ff., Tab. C). 


Beispiel: Atemluftanalyse über Wasser mit Thermobarometer. 
B korrigiert B korrigiert 


B TB (Fehler der infolge Resultat 
’ Rohr- Temperatur- 7, 
kalibrierung) änderung 


Ablesung 1 10036  93'86 

nach 10‘ 2 1003 93:89 
10:75 10031 9389 100,90 10000 
Nach CO,-Absorption: 


Ablesung 1 97:58 93:89 
nach 10° 2 IN:0S 25:98 
OS 9764 93:99 97:62 97521) 96.64 


Nach O,-Absorption: 


Ablesung 1 19:95 94:00 
nach 10° 2 80:00 94:10 
al 30:09 94:20 
2, 10.4 80:10 94:22 80:60 80:32?) 79603) 


Es enthalten 100 cm3 Gas: 3'36°/, CO, und 17:04%), O;- 


Große Gasmengen (z. B. 200 !) bestimmt man am besten durch Wä- 
gung in der durch Fig. 185 angedeuteten Art: Der Ballon A ist von dem 
Füllkessel # aus, der dabei hoch über A hängt, durch 5 mit Wasser gas- 
frei gefüllt. Das Wasser erfüllt auch das Gasentleerungs- und Gaseinfüll- 
rohr ec. Das Wasser wird immer wieder zum gleichen Zweck benutzt, ist 
mit der betreffenden Gasmischung gesättigt und besitzt die Zimmertempe- 
ratur. Man wägt den Ballon mit Wasser gefüllt auf einer großen Dezimal- 
wage, füllt dann von ce aus bei Tiefstand des Füllkessels # das Gas aus 


1) In TB haben 93 cm? um 0'10 zugenommen. Also hat das Gas in B infolge 
Temperaturänderung entsprechend zugenommen: 97cm°® auch um 0:10. Diese gehen 
von dem abgelesenen und auf Fehler der Rohrkalibrierung zuvor korrigierten Volumen 
97:62 cm! ab. 

®) In TB haben sich die anfänglichen 93:89 auf 9422, d.h. um 0:33 cm? aus- 
gedehnt. Wenn 94cm?sich um 0'33 ausdehnen, so nehmen 80 cm? um ae = 028 cm 
zu. Diese durch Temperaturänderung bedingte Volumzunahme ist von dem auf Fehler 
der Rohrkalibrierung zuvor korrigierten Volumen 80'60 cm abzuziehen. 

») Es sind 100'31 cm® anfänglich als Menge der zu untersuchenden Gasprobe 
abgeiesen. Durch Fehler der Rohrkalibrierung ergibt sich +0'59=100'90 em? als zu 
analysierende Gasmenge. Diese sind nach CO,- und O,-Absorption und Korrektur. auf 
80:32 cm? vermindert worden. Um die prozentische Zusammensetzung zu finden, berechnen 

A 80 x 
wir: 


: 100 090 * — 0:72 cm®, die von 80'32 abzuziehen sind. 
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einem Gasentbindungsapparat. Gasometer oder Bombe ein unter Verdrän- 
eumg des Wassers nach F' 

Sobald fast ganz mit Gas gefüllt ist, klemmt man die Verbindung nach Z£' 
ab, läßt den Überdruck bei e heraus und stellt mit Hilfe des bisher oben 
geschlossenen Wassermanometers d auf Atmosphärendruck ein. In A steckt 
ferner bis zum Boden reichend ein abgeschlossenes kalibriertes Glasrohr, 
das außerhalb des Stopfens durch ein U-Rohr in ein Meßrohr (e) führt. 
Es dient als Thermobarometer und wird ein für allemal so eingestellt, 
daß es bei 0° und 760 mm Druck bis zur Nullmarke mit Luft gefüllt ist. 
Wenn die Teilung '/,.. der Füllung und Bruchteile dieses Wertes anzeigt, 


Fig. 185. 


ergibt die Ablesung direkt den Reduktionsfaktor für das Gas in der Flasche. 
Fehlt dies Thermobarometer, so müssen Temperatur und Luftdruck abge- 
lesen werden. Die Wassertemperatur gibt ein bei 9 befindliches Thermometer. 

Bei einer späteren Wägung, durch die das entnommene Gasquantum 
ermittelt werden soll, wird die Änderung des Thermobarometers in Rechnung 
gestellt und beide Gasmengen auf 0° und 760 mm reduziert verglichen. 

Das gleiche Prinzip ist natürlich auch für geringere Gasmengen bei 
Benutzung kleiner, genauer Wagen verwendbar (Durig). 


Abmessen über Quecksilber. 
A. Nach Bunsen. 
I. Alte Methode. 


Die einfachste Art der Abmessung über Quecksilber ohne äußeren 
Wassermantel geschieht in etwa 20 cm langen, mit Teilung und mit einer 
Schnabelöffnung versehenen, etwa 25 mm weiten Röhren (Fig. 186, 2). 

37% 
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Ist das Gas nicht direkt in dem Meßrohr gesammelt, so füllt man 
es (Fig. 186, 2) über Quecksilber um, stellt das Meßrohr mittelst Lot senk- 
recht über der Wanne auf und liest nach etwa 1 Stunde, wenn das Gas 


ZaguHE 


1 
Eee 


ir ar B 


die Temperatur des Raumes 
angenommen hat, unter Notiz 
von Temperatur t und Baro- 
meterstand B mittelst Fern- 
rohrs aus etwa 2m Ent- 
fernung schnell ab (Fig. 186, 
Nr. 3). (Die Körperwärme därf 
die Gastemperatur nicht ver- 
ändern.) Man stellt schon 
vorher ungefähr ein, um recht 
schnell ablesen zu können. 
Die Wände der Wanne müssen 
aus Glas sein, damit man den 
Stand des Quecksilberspiegels 
an der Rohrteilung gleichfalls 
ablesen kann. Bunsen em- 
pfiehlt, zur besseren Beleuch- 
tung der unteren Marke einen 
Papierschirm mit Spalt ein- 
zuschieben (Fig. 186, 4). Bei 
3erechnung des sich aus Ab- 
lesung bei a ergebenden kor- 
rigierten Volumens v ist der 
faktische Meniskus f zu ad- 
dieren (siehe S. 567), wenn 
das Meßrohr in. aufrechter 
oben offener Lage kalibriert 
wurde. Die Differenz der Ab- 
lesungen b—a = d ergibt die 
Höhe der dem herrschenden 
Barometerdruck entgegenwir- 
kenden, also von ihm abzu- 
ziehenden Quecksilbersäule. 


Das Volumen v wird auf 0° und 760 mm reduziert. 


En (v+f) B—d—w) 
Dr FREIE 


5eispiel (Bunsen): Feuchtes Gas in 


a = 3113 mm B 
bh. =35659 = t 
d = 2486 mm w 


(w = Wasserdampftension bei tP). 


einem langen Eudiometer 


7469 mm 


= 20202 


— 176 mm 
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a korrigiert nach Kalibertabelle des Rohres ergibt v = 2927 cm?! 
Faktischer Meniskus f = 04 
v+ f = 2931 cm! 
Druck = 7469 — 2486 — 176 = 4807 
log 2931 = 46702 
loe 4807 = 68187 


14889 
+ log compl. 10739 = %903 1) 
11792 
N 151°20 cm? 


2. Nach Geppert verbessert. 


Bei der alten Bunsenmethode dauert die einzelne Analyse recht lange, 
nur selten wurden Kontrollanalysen von den mit ihr arbeitenden Forschern 
gemacht. Ferner findet der Temperaturausgleich zwischen Luft außerhalb 
des Eudiometers und in ihm abgesperrtem Gas nur langsam statt und die 
Temperatur der Gasprobe ist nur mit großer Mühe sicher zu ermitteln. 

Geppert hat daher die Bunsenmethode dadurch sehr erheblich ver- 
bessert, daß er die Eudiometer in Wasser versenkte und eine schnelle 
Wiederholung der Ablesungen bei verschiedenem Druck als Kontrolle für 
Ungenauigkeit der Rohrteilung und Kalibrierung ermöglichte: 

In einem hohen mit Wasser gefüllten Glaszylinder, dessen Boden aus 
einer Quecksilberwanne besteht, hängen senkrecht hintereinander ein mit 
Wassermeniskus versehenes Gefäßbarometer und ein (oder mehrere) mit 
feuchtem Gas (gesättigt) gefüllte Eudiometer. (Meniskus von leicht saurem 
Wasser.) Mittelst eines entfernt und wagrecht stehenden Fernrohres liest 
ınan den Stand der Quecksilberkuppen ab, und zwar im Eudiometer direkt 
auf der Teilung (b) und für das Barometer indirekt durch das Eudiometer 
hindurch (a) wiederum an dessen Teilung. 

Das Gas steht dann unter dem Druck b—a. Das Volumen des Gases 
ist durch die Ablesung db auch gegeben. Durch Änderung des Quecksilber- 
niveaus in der Wanne verändert man den Druck und liest wiederum ab. 
Die Einzelheiten des Apparates finden sich auf S. 672 und Fig. 223. 

Man bestimmt meist nicht bei Trockenheit, sondern unter Dampf- 
spannung von Wasser, Lauge u.a. Hat man die gleiche Flüssigkeit im 
Jarometer, so ist keine Korrektur für die Größe der Dampfspannung nötig. 

Fehlerquellen: 1. Das saure Wasser des Meniskus absorbiert U0,. 
Bei 100cm# eines Gemisches mit 5°/, CO, und dem Rest atmosphärischer 
Luft, bei einem Volumen sauren Wassers von 1cm:3 und 500mm Hg-Druck 
würden 0'041 cm? Gas absorbiert sein. Bringt man zur CO,-Absorption 
etwa 3cm® 6°/, KOH in das Eudiometer, so wird von dem O0 + N-Gemisch 
etwa 0'03°/, absorbiert. Die Differenz der abgelesenen Gasmenge ergibt 
also genau die absorbierte CO,-Menge. 


) Vgl. S.594. Bunsens Zahl ist etwas verschieden von den Zahlen dort. 
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Dagegen muß, wenn man die absolute Menge eines CGO,-haltigen 
Gemisches kennen will, ohne Wassermeniskus abgelesen und die fehlende 
H,0-Spannung berücksichtigt werden. 

2. Die Wasserdampfspannung muß vollkommen sein. 

Das ist nach den Kontrollversuchen von -Zuntz, Lehmann und Hage- 
mann!) der Fall, wenn man kurz vor der Ablesung die Eudiometer kräftig 
schüttelt. Die Wand ist dann gleichmäßig benetzt (auch bei 4—6°/, KOH). 
Am sichersten ist man kurz nach der Verpuffung von Knallgas oder Wasser- 
stoff. In letzterem Fall bleiben die Volumina 3 Tage und länger konstant. 

Hat man einmal sehr lange mit den Ablesungen gewartet und fehlt 
der erforderliche Wasserbeschlag in den oberen Teilen des Eudiometers 
oder hat man stärkere Lauge benutzt, so erhitzt man den Flüssigkeits- 
meniskus unter Schütten auf 35—40° und kühlt das obere Ende des 
Rohres. 


Beispiele: a) 5 Eudiometer, 4—5°/, KOH-Meniskus, N + H-Mischung, 


Zahlen bedeuten cm bei 0°, T60 mm. 
Sofort nach Verpuffung (1. | 96:670 63.031 | 82734 | 82.438 | 85'264 I 
abgelesen \2- | 96722 63070 32764 82484 | 85324 
24 Stunden später. . . 3.1 96'623 63'051) 82:782 82'436 85'298 
4 Tage später . 4. 96582 | 62-999 | 82.684 | 82.357 | 85208 
Sofort danach, unvollkom- - | , R9.na9 | ‚mar 9:297 2.909 | 
men auf 35° erhitzt |], 96'652 63033 | 82:735 82.397 85262 | 
Folgender Tag, gut erhitzt, | | | 
ı Wasserbeschlag überall an /6.|| 96-605 63031 | 82:732 82406 | 85'234 
Wand 7 | | | | 


b) Bei niedrigem Druck und weiten (11—12 mm) Rudiotneten werden 
die Fehler durch Abnahme der H,O-Tension schnell relativ groß. 


Ursprüngliche Gasprobe — 100 gesetzt (N + H). 


Beispiel ıh 


| 


Lauge 


| Eudiometer 11 mm. | 


Eudiometer 18mm 


|| | Druck ca. 654mm | Druck ca. 502 mm 
Nach 4 Tagen . | 507, 96-412 96:227 
15 u 218 z0/ 96376 96'425 | 
35° erwärmt, geschüttelt : | 05 96-418 96-415 | 


Der Wert im Eudiometer 11mm 


— 0'2°/, Differenz. 


war also richtig. 


in dem anderen 


c) Die Genauigkeit der Ablesung zeigen folgende ParallelabieunEt 


im gleichen Rohr: 
54.368 58.525 76497 86632 
54368 58'510 16492 36574 
54.350 58506 76488 36'582 
54350 58525 
1) W. Zuntz, ©. Lehmann, O. Hagemann, Stoffwechsel des Pferdes. Landw. Jhb. 


Bd. 18. 1889. Sep.-Abdr. S. 30ff. 


u 
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d) Die folgenden Zahlen zeigen einige Normal-Doppelbestimmungen 
Gepperts: 


Eudiomet \ } Doppelbestimmı n 
a Millimeter # kaanı & | ne‘ a er 5° eg | 
aa | a | | 
| nn Bear 12157) 118188 

18 He | 17488 | 17'497 

| | 18458 | 18461 | 

| 2285 | 22861 | 

1 17-161 17155 | 

Tau | Base aus | BE I au Be 2 

5254 5253 | 
| | | 68°645 68:647 
79:39 79398 
18 | 50, | 43-331 43:32 
114:69 11470 
| | 17-452 17-443 
k 18-388 18-387 
18 | | KOH | 22-849 22-852 
| 57168 57.165 
0. [| om mag #5 4.447 
| \ 30813 | 30'805 


B. Thermobarometerprinzip. 


Wie beim Abmessen über Wasser kann das Thermobarometerprinzip 
auch beim Arbeiten über Quecksilber verwendet werden, nur müssen hier 
verschiedene Modifikationen Platz greifen. Fig. 187 zeigt einen solchen 
Apparat zur Blutgasanalyse nach A. Loewy), bei dem, wie jetzt fast aus- 
nahmslos für biologische Zwecke, die Meßrohre in Wasser stecken. Meb- 
bürette B und Thermobarometer T'B stehen durch ein Y-Rohr mit dem an 
dem Wasserkasten aufhängbaren Niveaurohr N unten in Verbindung. TB ist 
durch Glashahn H, verschlossen. Man mißt in TB ein mit Wasserdampf 
gesättigtes Luftquantum ab, das bei 0° und 760 mm gerade 100 cm® be- 
tragen würde. Zur Abmessung der aus dem Rohr r in B eingesaugten 
Gasprobe wird das Volumen in B und TB bei zwei verschiedenen Höhen 
von N abgelesen und folgendermaßen reduziert: 


Es sei das abgelesene Gasvolumen in B = v, 
;; 2 se ZN 
die Wassertemperatur —a 
10 cem3 bei 0° und 760 mm = 8 


Dann ist die gesuchte wirkliche Größe der abgeschlossenen Gasprobe 
a 


in B bei 0° und 760 mm £— 4. 
v, v 


1) A. Loewy, Eine neue einfache Methode der Blutgasanalyse. Arch. f. (Anat. u.) 
Phys. Jg. 1898. S. 484. 


* 
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Dazu kommt die Druckkorrektion. da die Menisken in B und TB 3 
verschieden hoch stehen, und Temperaturkorrektion. 1 


BT} > ge ZT Zr 


u) Sul Sie 4 RE es ei ne 4 ir EA ira Bu re Be 


Wenn d die Höhendifferenz der Menisken in B und TB bedeutet, 
760 (1 + «t) 


| 

| 

- ; 
ei Naundlr uh ah d 


ist v mit — — ————— zu multiplizieren (siehe Tabelle A, S. 589). 
v. — .-7I60( +000367) 


” 
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Der zweite Wert wird +, wenn der Meniskus in B tiefer, —, wenn 
er höher als in TB steht. 
Ablesung I Ablesung II 
Beispiel 1: B 2759 2874 
TB 20°55° 21:56° 
t 20:63° 20:67° 
Nach CO,-Absorption: 
Beispiel 2: B 27.62° 28:65" 
TB 20:82° 21:72° 
t 20°70° 20:70° 
Nach O,-Absorption: 
Beispiel 3: B 23'350 25°40° 
TB 20:65° 22:58 
t 20'81° 20:80° 


Rohr B und TB sind in Zentimeter geteilt und mit Quecksilber kali- 
briert. Unter Berücksichtigung des „faktischen Meniskus“ (siehe S. 567) 
ohne Wassermeniskus und bei B unter Einrechnung des oberen kapillaren 
Endes über Hahn H, sowie des kapillaren Stückes von r bis an Hahn A,, also 
der Strecke von H,—-H, (einschließlich der Hahnbohrung H,, ausschließlich 
der von H,) ist nach E — g die Grundfläche etwa alle 2cm weit be- 
rechnet und diese Zahlen sowie die Korrekturen der abgelesenen Höhe sind 
in einer Kalibertabelle angegeben. 

Berechnung: 

1,.I) v= 2755, korrigiert 26'749 x g, dividiert durch: v, = 20°55. 
korrigiert 2060 x g, = 12'755 em3. 

Höhendifferenz unter Berücksichtigung, daß die gleichen Zahlen in 
TB um 3°09 tiefer als in B stehen: 2755 — 23:64 = 3'91 x korrigiertes 

1 : 

760 (1 AT xt) — 0'695 cm?, 

Da der Meniskus in B tiefer als in TB = 12'755 + 0'695 = 13°450 cm’ 
reduziertes Gasvolumen. 

1., I) (log 2794 + log g) — (log 2161 + log g,) = 12700. 


Volumen von B x 


be 1 X 
y — Ino 4; ev Piolar 0, — 0759 = 
log d = log 409 + log v korrigiert + log TE Bora Ale 0 6) E— 
13°459. 


Mittel 1: 13°454 cn®. 
Mittel 2: 13°279 cm? ohne CO,. 
Bei 3. steht der Meniskus in TB höher als in B, denn 
ODE FEB U EV 
2338 ih 
039.= d 
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Hier ergibt sich 


10'714 10:678 
L» 0058 I. —0:044 
10:656 10:63 


im Mittel 10'645 cm® ohne O,. 
tesultat: 100 cm® Gas enthalten 1:30°/, CO, und 79412 902 


C. Prinzip von Petterson. 


1. Nach Hempel. Die folgenden zwei Abbildungen (Fig. 188 /u. IJ) zeigen 
(rasbüretten, bei denen nach Petterson‘) in dem als Thermobarometer 
dienenden Rohr ein beliebiges Gasquantum durch die eleiche Quecksilber- 
menge abgeschlossen ist wie das 
zu untersuchende Gas. Verschieden- 
heiten in der Form der Meßbüretten 
Bund 5, entsprechen dem Bedürf- 
nis, je nachdem man Volumina be- 
stimmt, die voraussichtlich vor und 
nach Absorption relativ geringe 
Volumveränderung (I]) oder sehr 
erhebliche Abnahme (7) ergeben. 

Das Prinzip der Hempelschen 
Anordnung ist, daß bei jeder Ab- 
lesung die Quecksilbermenisken in 
den beiden Schenkeln des sowohl 
mit 5 wie mit A kommunizieren- 
den Manometers ö% durch Heben 
oder Senken der Niveaukugel @ auf 
den durch Marken bezeichneten 
Anfangsstand gebracht werden. Hat 
man beim Abschmelzen der Öffnung g 
an dem kleinen kapillaren Ansatz- 

Fig. 188. rohr und Abschlieben eines beliebigen 

Luftquantums in B den Barometer- 

stand und die Temperatur abgelesen, so kann man jedes beliebige zu 

analysierende Gasquantum in absolutem Maß bestimmen. Einfacher ist es 

noch, B so zu füllen (siehe unten), daß die abgelesenen Gasvolumina die 
auf 0° und 760 mm reduzierten Volumina darstellen. 

Handhabung: Nachdem ik bis zur Marke und @ mit Quecksilber 
gefüllt und B sowie A mit einer Spur Wasser innen befeuchtet sind, hat 
man zunächst den Inhalt des doppeltrechtwinklig umgebogenen kapillaren 
toten Raumes zwischen a und % zu bestimmen. Zu diesem Zweck füllt man 


‘) Petterson, Luftanalyse nach einem neuen Prinzip. Zeitschr. f. anal. Chem. 
25. Jg. 1886. S. 467. 
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diesen Raum bis zu dem quergebohrten Zweiweghahn D mit (Quecksilber, 
schließt diesen, bringt bei der zweiten Stellung des Hahns beliebige Mengen 
Luft durch 5 in A, liest bei offenem Hahn unter dem gerade herrschen- 
den Atmosphärendruck die eingefüllte Luftmenge ab, bringt den Hahn in 
die frühere Stellung, so daß das A mit Manometer ki in Verbindung 
steht und liest unter Einstellung des (Quecksilbers auf die Marken zum 
zweitenmal ab. Die Differenz der Ablesungen ergibt die Größe des toten 
Raumes in der Kapillare zwischen Hahn D und Marke in %. Jetzt schliebt 
man entweder nach Notieren des Barometerstandes und der Temperatur 
die Luft in B definitiv ab oder man mub auf 0° und 760 mm Druck ein- 
stellen. Zu diesem Zweck füllt man den toten Raum bis an den Hahn D 
mit Quecksilber, schließt den Hahn und liest bei Kommunikation von A 
mit der Außenluft, nachdem der Apparat die Temperatur des Raumes, 
in welchem sich auch das Barometer befindet, angenommen hat, den Stand 
in A unter gleichzeitiger Notiz von Temperatur und Barometer ab. Es 
betrage der tote Raum 20cm, das Gasvolumen in A bei 875° und 
7533 mm 97TO cm? (V). Dann wird 


3384) 
760 (1 + 0:00367.8°75) 


Dieser dem auf 0° und 760 mm reduzierten Volumen —2°0, den Inhalt 
des toten Raumes, — 901 cm® entsprechende Stand wird durch Heben 
von @ in A hergestellt und das Quecksilber bei © und % durch Einblasen 
von Luft bei g in B wieder auf die Marken eingestellt. Das Gas m B 
befindet sich nun natürlich unter Überdruck und es ist unmöglich , das 
kapillare Ansatzröhrehen bei y abzuschmelzen (eine Klemme hält nicht 
dauernd dicht), ohne zuvor die Luft durch Einsenken des Rohres B in eine 
Kältemischung zu verdichten und so den Überdruck auszugleichen. Man 
löst dazu die Verbindung bei « und schmilzt, sobald Atmosphärendruck 
erzielt ist, mittelst Gebläses bei yg ab. Kommunizieren nun A und Mano- 
meter ki und steht das Quecksilber in diesem bei den Marken, so gibt die 
Ablesung der Proben in A die auf 0° und 760 mm reduzierten Volumina 
ohne weiteres an. Die genaue Einstellung des Manometers geschieht nicht 
durch Heben und Senken von @ allein, sondern in seither auch bei an- 
deren Apparaten mit Vorteil verwendeter Art sehr exakt durch eine bei o 
angebrachte, den dickwandigen Gummischlauch komprimierende breite 
Stellschraube. 

2. Prinzip von Petterson nach Bohr-Tobiesen.?) Die zu analysierende 
(sasprobe befindet sich in einer je nach Bedürfnis verschieden gestalteten 
Meßbürette B, in der der Stand des Quecksilbers in dem engen Teil genau 
abgelesen werden kann. B steht durch ein horizontales Kapillarrohr, in dem 
sich ein Tropfen Vaselinöl » befindet, mit einem etwa gleich großen Ther- 


mV 


—= 9231 cm?®. 


'!) Tension des Wasserdampfes bei 875°. 
®) F. Tobiesen, Über den spezifischen Sauerstoffgehalt des Blutes. Skand. Arch. 
f. Physiol. Bd. 6. S. 273 (1895). 
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mobarometerrohr TB in Verbindung, in dem- sich. eine gewisse Menge mit 
Wasserdampf gesättigter Luft befindet. B und TB stecken in demselben 
Wassermantel W. Die Gasmenge in TB bleibt während des Versuches 
konstant. Zu Beginn herrscht in TB Atmosphärendruck. Man schließt jetzt 
die Hahnverbindung mit der äußeren Luft und setzt die zu messende Gas- 
probe in B durch Einstellen des Vaselintropfens-im Differentialmanometer 


1 


M | 


| 


Fig. 189, 


m auf einen bestimmten Punkt der Kapillare vor jeder Ablesung ins Gleich- 
gewicht mit der abgeschlossenen Gasmenge in TB. Die abgelesenen Gas- 
mengen ergeben also ohne weiteres die reduzierten Volumina. Hat man 
absolute Mengen zu bestimmen, so muß beim Abschluß des Gases in TB 
Barometer und Thermometer notiert werden (natürlich nur einmal zu 
Beginn), um auf Normalverhältnisse reduzieren zu können. 


Biologische Gasanalyse. >87 

Fig. 189 zeigt einen solchen Apparat zur Blutgasanalyse in der neuesten 
Form nach Bohr-Tobiesen.‘) Die grobe Einstellung geschieht durch Heben 
oder Senken von N, die feine durch die Schraube 8. 

3. Prinzip von Petterson nach Haldane?) (siehe Fig. 190). In dem 
zuerst zur Untersuchung von Minengasen konstruierten transportablen Apparat 
wird das zu analvsierende Gas durch T-Hahn H, und Senken des Niveau- 
vefäßes N, (Quecksilber) in B eingesaugt, darauf H, geschlossen. Das in 
TB abgeschlossene Luftquantum steht durch Rohr r, mit dem T-Hahn H, 


1 
I 


l) 


Lu 


FC.WINGS.AA. 


Fig. 190. 


in Verbindung. H, ist zunächst so gestellt, daß 7’B mit der Außenluft bei 
0, und gleichzeitig mit der Kalilauge in Pipette A durch Rohr %, kommuni- 


1) Ich verdanke diese sowie noch mehrere später folgende Abbildungen der 
Freundlichkeit des Herrn Professor Chr. Bohr-Kopenhagen, der mir die Korrekturbogen 
eines bisher noch nicht erschienenen größeren zusammenfassenden Aufsatzes über Blut- 
gasanalyse in der entgegenkommendsten und kollegialsten Weise zur Verfügung stellte. 
Ich benutze diese Gelegenheit, ihm für sein Entgegenkommen auch öffentlich aller- 
herzlichst zu danken. Franz Müller. 

2) Haldane, A convenient form of gas analysis apparatus. Journ. of Hygiene. 


Bd. 6, p. 74 (1906). 
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ziert. Die Kalilauge in Pipette K steht bei entsprechender Stellung der 
T-Hähne H, und H,, H, bleibt geschlossen, gleichzeitig durch A, mit B 
in Verbindung. Man stellt nun die in B befindliche Probe zur Ablesung 
ein, indem durch Verschieben von N, (grob mit Zahntrieb Z) und N, 
(Kalilauge, fein, 10fach so fein wie (Quecksilber, da !/,, des spez. Ge- 
wichtes) der Meniskus der Lauge in K in dem Kapillarrohr auf eine 
bei %, befindliche Marke gestellt wird und schließt durch Drehung von 
H, die Luft in TB für die Dauer des Versuches von der Außenluft ab. 
Vor jeder folgenden Ablesung (nach Absorption der CO, in %k,, des O0, in 
k P, Verbrennung von CO in G@ usw.) wird nun immer wieder auf die 
Marke %k, eingestellt. Man benutzt also statt des Vaselinöltropfens im Diffe- 
rentialmanometer wie sub 2 hier die Marke des Kapillarrohrs k, und die 
Verschiebung der Kalilauge zur Einstellung, die sehr genau ist. 


Reduktion der Gasvolumina auf den Normalzustand bei 0° und 
760 mm Druck. 
r 

Der Druck p, den das in ein Gefäß eingeschlossene Gas ausübt. 
wird durch die Höhe der Quecksilbersäule ausgedrückt, die ihm das Gleich- 
gewicht hält. Da sich aber das Quecksilber durch die Wärme ausdehnt 
und spezifisch leichter wird, so ist die Höhe der Quecksilbersäule bei 
gleichem Gasdruck und ungleicher Temperatur verschieden hoch. Außerdem 
ist die Änderung der Skala des Barometerrohres (Glas- oder Messing- 
skala) infolge der Ausdehnung der Wand und bei feucht gemessenen Gasen 
die Wasserdampfspannung zu berücksichtigen. 

Die Beziehungen zwischen Druck und Volumen werden durch das 
Boyle-Mariottesche Gesetz p.v = konst. ausgedrückt, der Einfluß der Tem- 
peratur durch das Gay-Lussacsche Gesetz: Ist v’ das Volumen des Gases 
bei 0° mit dem Druck p,. so ist das Volumen v bei t° und dem Druck p: 

ER NY Pie _—_ Po-Vo 
v.P=Pp.v (1 + et), ee 
z, der Ausdehnungskoeffizient der Gase ist !/,., oder 000367. 

Ist V das Volumen und d die Dichte des Gases bei t° und h Milli- 

meter-Quecksilberdruck, so ist das Volumen V°® bei 0° und 760 mm 


V 
(1 + 000367 t) hx 760’ 
die Dichte bei 0° und 760 mm 
_Dx(t + 0:00367 t)x 760 
En E 


Die folgenden, meist dem Landolt-Börnsteinschen Buche entnommenen 
Tabellen sind besonders häufig gebrauchte Werte. 
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Tabelle A Werte von log —— an . 
’ > 7o(ll+xt) 
| 2 log 0, —3 t' log 0, —3 10 log 0, —8 w log 0, —3 
I | 
12:0 10047 160 | 0941 | 200 | 08843 || 240 08253 
1 32 1| a ee 28 1 38 
2 17 2 11 2| 13 2 24 
3 02 3| 09396 3 08798 3 09 
4 09986 4 81 4 83 4 08194 
5 71 51 66 5 69 5 80 
6 56 6 51 6 54 6 5 
7 41 7 | ss | 7 0 50 
8 25 8| 2, Sa ER: 36 
g| 10 g| 06 9 10 21 
Br. een) RR A | 
| | | 
130 | 09895 170 | 09291 21:0 08695 250 08107 
ri 80 “ 76 1 BR | 0:92 
2 64 = 61 2 Gr, (2 78 
3| 49 a 46 3 5a 18 63 
4| 34 4 31 4 9 48 
5 | 19 5 16 5 0 34 
6 04 6 30h A = 06 | 6 19 
7| 09788 7 \.,, Oiekl, 7 0851 | 7 0 | 
| 73 8 var re: ET I) 07990 
Br | 8 | 9 566 | 9 a ze || 
| | | 
| IE | | 
' 140 09743 | 180 09141 | 220, 08547 || 26:0 07961 
1 28 1| u FE 32 BT 46 
2 en 2 11 2 a er 32 
3I| oe | 3 0906 | 3 03 3 17 
A| Se 31 | 4 08 | A 02 
5 Bi. 5 66 5 a 18 07888 
6 A 51 6 8 | 6 73 
7 ae. 7 | 36 7| 4 | 7 59 
8 Der: 8 21 8 29.1 8 44 
#48 Dr @lun.9 | 06 9 141: 9 30 
Bee Beier} 
| 150 09592 | 190 08992 23:0 08400 270 07815 
IR Bent. 77 1 385 | 1 00 | 
2 BI? 2 } 62 2 7a 19 07786 
3 6 | 3| 47 3 56 | 3 71 
4 31 4| 32 4 | nz I 
va 16 5 iur v6 26 5 42 
en 01 6 02 || 6 al 6 28 | 
PAR 0486 | 7 08887 | 7 0827 | 7 13 | 
8 A ler Bj 1 82 8 07698 
| 9 a ur 8 | 9 68 9 3 | 
| | | | | 280 07669 | 
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Tabelle BB Reduktion eines feucht gemessenen Gas- 
volumens auf 0°, 760 mm Quecksilber und Trockenheit.!) 


Ist b der an gläserner Skala abgelesene, b, der auf 0° reduzierte Barometerstand, 
t die Temperatur, e die zugehörige Maximaltension des Wasserdampfes und V das 
abgelesene Volumen, so ist das auf 0°, 760 nm Quecksilberdruck und Trockenheit 


: c £ 2 b,—e 
reduzierte Volumen: V,=\ (1 + 0.003670) 760 
z b,—e - RE u: » 2 
a an ? ws s .g9, 
Werte von Log (1 £.0:0036701) 760 für b=730 bis 760mm und t=5 bis 15°6 
Differenz Differenz | Differenz Differenz 
t b=730 mm für b=740 mm für | b=750 mm für b=760 mm für 
10 mm 10 mm 10 mm 10 mm 
0 9 —10 Fell) : | 9 —10 9 —10 | 
50| 97034 597 97631 588 | 98219 580 98799 573 | 
60| 96843 596 97439 589 98028 580 98608 573 | 
70! 96650 597 97247 588 | 97835 581 98416 HT | 
80 | 96455 598 97053 589 | 97642 581 98223 574 
821 96416 598 97014 589 97603 582 98185 573 
841 96377 598 96975 589 97564 582 98146 574 
86| 96338 598 96436 590 97526 581 98107 574 
88] 965249 598 96897 589 97486 582 98068 | 574 
905 96260 597 96857 590 97447 582 98029 | 574 
92| 96220 598 96818 590 97408 582 97990 | 574 
94| 96181 598 96779 590 | 97369 582 | 97951 | 574 
9 —10 9 10— 9: —10 Behr ill) 
96| 96141 599 96740 590 | 97330 582 97912 | 574 
98|I 96102 598 96700 590 97290 582 97872 I Fo 
100 | 96062 599 96661 590 97251 582 IT833. ED 
102| 96023 598 96621 590 97211 383 INT ea 
104] 95983 598 96581 581 97172 582 97754 | 5 
106| 95943 599 95542 590 97132 582 97714 | 576 
108] 95903 599 96502 591 97093 582 97675 | 575 
110| 95863 599 96462 591 97053 983 97636 | 575 
112] 95823 599 964122 391 97013 583 97596 575 
114| 95783 599 96382 | 591 96975 583 97556 E57 
9 —10 9 —10 9 —10 ll) 
116| 95743 599 96342 591 96933 583 97516 576 
118] 95703 599 96302 591 96893 584 97477 | 5 
12:0] 95663 599 96262 591 96853 584 97437 575 
12:2| 95622 600 96222 591 96813 583 973916 | 576 
124 | 95582 599 96181 592 96773 583 97356 576 
126| 95541 600 96141 542 96733 583 97316 576 
128| 95501 599 96100 592 96692 584 97276 576 
130 | 95460 600 96060 592 96652 584 97236 576 
132| 95419 600 96019 592 96611 584 97195 Home) 
134| 45378 601 95979 592 96571 584 97155 576 ı 
9 —10 9 —10 gr =10 9 _10 | 
136| 95337 601 95938 592 96530 584 97114 Hu | 
138| 95296 601 95897 592 96489 584 97073 HA 
140| 95256 600 95856 592 96448 585 97033 | 576 
142| 95214 601 95815 592 96407 585 96992 | 577 
144| 95173 601 95774 592 96366 585 96951 Hua 
146| 95131 601 95732 593 96325 585 96910 577 
148| 95090 601 95691 593 96284 585 96869 ICE 
1501 95042 602 95650 593 96243 585 96828 Hz | 
152| 95007 601 95608 593 96201 585 96786 578 | 
154| 94965 601 95566 594 96160 585 96745 578 | 
156| 94923 602 95525 593 96118 586 96704 HIT 


!) Landolt-Börnstein, Physikalisch-chemische Tabellen. 3. Aufl. Tabelle 8. 
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Reduktion eines feucht gemessenen Gasvolumens auf 0°, 760 mm 
Quecksilberdruck und Trockenheit. 


b,—e 


für b = 730 bis 760 mm und t = 158 bis 240° 


Werte von Log 10.003670) 760 


Differenz Differenz | Differenz | Differenz 
b = 730 mm für b = 740 mm für b = 750 mm | für b = 760mm für 
10 mm 10 mm | 10 mm | 10 mm 
| | | 
| | | En 
| | | 
10] 1% 10] |% —ı0 | —ı0| 
94881 602 | 95483 | 594 | 96077 | 585 | 96662 578 
94839 602 95441 594 | 960355 | 585 | 96620 578 


94797 | 602 | 95399 | 594 | 95993 | 586 | 96579 | 578 
94755 | 602 | 95357 | 594 | 95951 | 586 | 96537 | 578 
94712 603 | 95315 594 | 95909 | 586 | 96495 578 
94670 | 602 | 95272 595 | 95867 596 | 96453 | 579 
94627 | 603 | 95230 | 594 | 95824 | 587 | 96411 579 
94585 602 | 95187 | 595 | 95782 | 587 | 96369 | 578 
94542 603 | 95145 | 595 | 95740 | 586 | 96326 579 
94499 603 | 95102 | 595 | 95697 | 587 | 96284 | 5% 
94456 608 | 95059 | 595 | Ybbs | 587 | 96241 580 
9 —10| 9 —10 | —10| 19: —10 | 
944113 | 603 | 95016 | 596 | 95612 | 587 | 96199 | 579 
94370 | 603 | 94973 | 596 | 95569 | 587 | 96156 580 
94326 604 | 94930 | 596 | 95526 | 587 | 96113 | 580 
94283 604 94887 | 596 | 95483 | 587 |. 96070 |; 580 | 
94239 | 604 | 94843 | 596 | 95439 | 588 | 96027 | 580 
94196 604 | 94800 596 | 95396 | 588 | 95984 | 580 
94152 604 | 94756 | 597 | 95353 588 | 9591 580 
94108 605 | 94713 596 | 95309 | 588 | 95897 581 
94064 605 | 94669 | 596 | 95265 | 589 | 95854 580 
94020 605 | 9625 | 596 | 95221 589 | 95810 581 | 
9 —10 j9: —ıg N) 19: —10| | 
I 
| 


1 
Li 


93975 | 606 | 94581 | 597 | 95178 | 588 | 95766 | 581 
93931 | 605 | 94536 | 597 | 95133 | 589 | 95722 | 58 


93886 606 94492 | 597 | 95089 | 589 | 95678 | 582 


93842 | 606 94448 597 95045 |, 589 | 95634 982 
93797 606 ı 94403 | 598 95001 | 589 | 95590 | 582 | 
93752 606 94358 598 94956 | 590 | 95546 | 581 | 
93707 606 94313 598 94911 | 590 95501 | 582 
43662 606 94268 | 598 94866 91 95457 | 582 
93616 607 94223 598 94821 591 935412 582 
33571 607 94178 | 598 94776 | 591 95367 582 
9 —10 I —10 9 .—10 9. —10| 


93525 607 94132 | 599 94731 | 59 95322 583 
93479 608 94087 | 599 94686 591 95277 583 
93433 608 94041 599 94640 91 95231 983 
93387 608 93995 | 600 94595 | 591 91856 | 583 | 
93341 608 93949 600 94549 | 591 95140 | 584 
33295 608 93903 600 94503 591 35094 584 


93248 609 33857 600 94457 592 35049 | 583 
93202 608 33810 601 94411 992 95003 584 
93155 609 93764 600 94364 592 94956 | 585 


93108 609 93717 601 94318 592 94910 585 
933061 609 93670 601 94271 593 94864 984 


Abderhalden, Handbuch der biochemischen Arbeitsmethoden. II. 38 
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Reduktion eines feucht gemessenen Gasvolumens auf 0°, 760 mm 
Quecksilberdruck und Trockenheit. 


b,—e 


Werte von Log A + 0.003670 t) 760 für b = 770 und 780 mm, und t = 5 bis 24°. 
Differenz | Differenz 
t b = 770 mm für b = 780 mm t b = 770 mm für b = 780 mm 
10 mm | 10 mm 

n 9” —ıi0 9 —1i0 0 I: —E0 % —10 
50 99372 565 99937 - I 158 97240 570 97810 
60 99181 566 99747 160 97198 Byal 97769 
70 98990 566 99556 162 97157 570 97727 
80 98797 566 99363 164 97LıH 571 97686 
82 98758 567 99325 166 97073 a7l 97644 
34 98720 566 99286 16°8 97032 570 97602 
36 98681 566 99247 170 96990 571 97561 
88 98642 567 99209 172 96947 572 97519 
90 98603 967 99170 174 96905 572 97477 
92 98564 567 99151 176 96863 571 97434 
94 98525 567 99092 178 96821 571 97392 

I —ıi0 9 0 9: —10 I —1U 
96 98486 567 99053 180 96778 572 97350 
9:8 98447 967 99014 182 96736 571 97307 
100 98408 567 98975 184 96693 572 97265 
10:2 98368 568 98936 186 96650 | 572 97222 
104 98329 567 98396 18:8 96607 973 97180 
ı 106 98290 567 98857 190 96564 573 97137 
10:8 98250 | 568 98818 19:2 96521 973 97094 
11:0 98211 | 567 98778 194 96478 573 97051 
112 98171 | 568 98739 196 96434 973 97007 
114 9132 | 567 98699 19:8 96331. 753 96964 

I °—i0 J: —V 9: —I0 Sn Al) 
116 98092 568 98660 20:0 96347 574 96921 
11:8 98052 | 568 98620 20°2- 96304 573 96877 
12:0 98012 | 568 98580 204 96260 573 96833 
122 91972 568 98540 206 96216 974 96790 
124 97932 | 568 98500 208 96172 974 96746 
12:6 97892 568 98460 210 96127 975 96702 
| 12:8 97852 568 98420 212 96083 974 96657 
130 97812 | 568 98380 214 96039 974 96613 
132 97771 | 569 98340 216 95994 575 96569 
134 97731 | 569 98300 218 95949 975 96524 

9° —10| I N) 9: —10 SR —10 
ı 136 97691 | 568 98259 22:0 95905 575 96480 
138 97650 | 569 98219 222 95860 975 96435 
140 97609 | 570 98179 22:4 95814 976 96390 
| 142 97569 | 569 98138 22:6 95769 576 96345 
144 97528 | 569 98097 22:8 95724 975 96299 
146 97487 70 98057 230 95678 976 96254 
148 97446 | 970 95016 232 95632 977 96209 
150 97405 570 97975 234 95587 976 96163 
152 97364 570 97934 236 95541 976 96117 
154 97323 970 97893 23:8 95495 576 96071 
156 a2 | 570 97851 240 95448 577 96025 
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Tabelle C. 
Reduktion eines Gasvolumens auf 0° und 760 mm Quecksilberdruck.') 


Ist V das Volumen und d die Dichte eines Gases bei t° und hmm Quecksilberdruck, so 
: r . V 
ist bei 0° und 760 mm (uecksilberdruck das Volumen: V=770008671 nn und die 
Dichte: d,=d(1+ 0003670 t) = 
1 


Log Log Log 
t |1-40:003670 t 1 t |1-40:003870 t 1 t [1-40:008870 t 1 | 
1-+-0°008670 t 1-+0°003670 t 1-+0°003670 t | 
| | | 
170 1077 — 101% 3 9 —10 ale 3, —10 


—2'0| 99266 00320 20| 00734 99682 X) 02202 99054 
—19| 99303 00304 21) 00771 99667 61) 02239 99038 
—18| 99339 00288 22| 00807 ı 99651 62 02275 99023 
—17| 99376 00272 23) 00844 | 99635 63 02312 99007 
—16| 99413 00256 24| 00881 99619 641 02349 98992 


| 
15, 99450 | 00240 


25| 00918 99603 65] 02386 98976 
—14| 99486 00224 2 00954 | 99588 6'6| 02422 98%61 | 
—13| 99523 | 00208 2: 00991 | 99572 67| 02459 | 98945 | 
—12| 99560 00192 2- 01028 | 99556 681 02496 98929 
—11| 99596 00176 2 


01064 | 99540 | 69 02532 | 98914 
. 5 . | 9- 210 | 
02569 | 98898 
1 02606 | 98883 
2 02642 | 98867 
3 02679 | 98852 
4 02716 | 98836 | 
5 02752 | 98821 
6 02789 | 98805 
7 02826 | 98790 
8l 02863 | 98774 
9 02899 | 98759 
gr 10 
0 02936 | 98743 | 
1) 02973 | 98728 
2| 03009 | 98712 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 
) 
1 
2 
3 


0 10° —10 
—10| 99633 | 00160 
0.9 | 99670 00144 
08 | 99706 00128 
—07| 99743 00112 
06 | 99780 | 00097 
-05| 99816 | 00080 
—04| 99853 | 00064 
—-03| 99890 | 00048 
—02| 99927 00032 
01) 99963 | 00016 

10 —10 

0:0. 00000 00000 8 
0-1| 00037 | 9-99984 8 
02 713 99968 8 
03 00110 99952 01578 99320  |.8 

04, 00147 99936 01615 99304 , | & 
05. 00184 99920 |45| 01652 99289 | & 

8 

8 

8 

8 

f) 

9 


01101 99524 7 
01138 99509 7 
01174 99493 7 
01211 99477 7 
01248 99461 7 
01284 99446 7 

76 

7 

7 

7 


| 01321 99430 
01358 99414 
01395 99399 
01431 39383 


01468 99367 
01505 99351 
01541 99336 
03046 98697 
03083 98681 
03120 98666 


Pr DIDI : 
RoDAs SSR DRAS SD 


00220 99904 46 01688 99273 03156 98650 
00257 99889 47| 01725 99257 03193 98635 
00294 99873 48 | 01762 99242 03230 98620 | 


00330 99857 49| 01798 99226 03266 98604 


0:6 
0:7 
0,8 
0,9 
1 I —10 1 dr 4-10 1 Sur ZN 
10| 00367 39841 50| 01835 99210 03303 98589 
11) 00404 99825 51| 01872 99195 03340 98573 
12| 00440 99809 52| 01908 99179 92] 03376 98558 
13 00477 99793 53| 01945 99163 93] 03413 98542 
14| 00514 99777 54| 01982 99148 94 03450 98527 
15| 00550 99762 55| 02018 99132 95 03486 98512 
16| 00587 99746 56| 02055 | 99116 96| 03523 98496 
17. 00624 99730 57| 02092 99101 97 03560 | 98481 
18| 00661 99714 58| 02129 99085 98 03597 98465 
19| 00697 99698 59| 02165 99070 99| 03633 98450 | 
u 9 —10 1° 9° —10 r 0 —10 
20| 00734 99682 60 02202 99054 1100| 03670 98435 


1) Landolt-Börnstein, Physikalisch-chemische Tabellen. 3. Aufl. Tabelle 6. 
38 *+ 
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Reduktion eines Gasvolumens auf 0° und 760 mm Queck- 
silberdruck. 


Werte für t — 10 bis 22°. 


Log Log Log 


| & |140:003670 t 1 t 11420-003670 t 1 t |140:003670t 1 
| 1-4-0:003670 t 1-F0-003670t 1-+0:003670 t 


| 


3 le) | | 9: 10 I 9:4 10 
1100| 03670 | 98435 1140| 05138 97824 1180| 06606 97222 
'101| 03707 98419 |141| 05175 | 97809 1181| 06643 97207 
102| 03743 | 98404 |142\ 05211 | 97794 |182| 06679 97192 
1103| 03780 98388 1143| 05248 | 97779 |183| 06716 97177 
1104| 03817 | 98373 1144| 05285 97763 |184| 06753 97162 
105) 03854 98358 |145| 05322 97748 1185| 06790 97147 
1106| 03890 | 98343 1146| 05358 | 97733 |186| 06826 97132 
10:7) 03927 958327 1147| 05395 | 97718 |187| 06863 97117 
ı108| 03964 98312 1458| 05432 | 97703 1188| 06900 97102 
‚109| 04000 98297 1149| 05468 97688 1189| 06936 97087 


Id | —10 11 19:7 ie 1 9:5, 0 
1110| 04037 | 98281 |150| 05505 | 97673 |190| 06973 | 97073 
1111| 04074 | 98266 |151| 05542 | 97658 |191| 07010 | 97058 
1112| 04110 | 98251 |152) 05578 | 97642 |19:2| 07046 | 97043 
ı113| 04147 | 98235 |153| os615 | 97627 j193| 07083 | 97028 
1112| o1s4 | 93220 |154| 05652 | 97612 |194| 07120 | 97013 
ı115| 04220 | 98205 |155) 05688 | 97597 |195| 07156 | 96998 | 
116| 04257 | 98189 |i56| 05725 | 97582 |196| 07193 | 96983 
117| 04294 | 98174 1157| 05762 | 97567 |197| 07230 | 96968 


11:8| 04331 98159 |158| 05799 | 97552 |[198| 07267 96954 
11:9) 04367 | 98144 |159| 05835 97537 |199| 07303 96939 
) 1- 9.7210 1; ” —10 
1120| 04404 98128 160 | 05872 | 97522 |200| 07340 96924 
121] 0441 | 98113 |161| 05909 97507 1201| 07377 96909 
1122| 04477 | 98098 |162| 05945 97492 1202| 07413 96894 
1123| 04514 98083 [163 | 05982 97477 |203| 07450 96879 
I|124| 04551 ! 98067 |164| 06019 | 97462 |204| 07487 96864 
'125| 04588 98052 165 | 08056 97447 1205| 07524 96850 
1126| 04624 98037 |166 | 06092 97432 |206 | 07560 96835 
1127| 0466i 98022 167 | 06129 97417 |207| 07597 96820 
1128| 04698 | 98006 1168, 06166 97402 1208| 07634 96805 
1129| 04734 97991 1169| 06202 97387 1209| 07670 96790 

119: 1: 9 za 
1130| 04771 97976 |17.0, 06239 97372 |21:0| 07707 96776 
I13-1| 04808 97961 1171| 06276 97357 !21-1| 07744 96761 
1132| 04844 97945 |172| 086312 97342 |212| 07780 96746 
133 | 04881 97930 1173| 06349 97327 |213| 07817 96731 
134| 04918 97915 |174, 06386 97312 |214| 07854 96716 
135 | 04954 97900 1175| 06422 97297 |215| 07890 96702 
136 | 04991 97884 1176| 06459 97282 |21:6 | 07927 96687 
137| 05028 | 97870 1177) 06496 97267 |21:7| 07964 96672 
1358| 05065 97854 |178| 06533 | 97252 |21-8) 08001 96657 
139 | 05101 97839 1179| 06569 97237 |21:9| 08037 96643 

1: 9 —10 1 g.' mW 1K 9 —10 
140 | 05138 97824 |18'0 06606 97222 1220| 08074 96628 
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Reduktion eines Gasvolumens auf 0° und 760 mm Queck- 
silberdruck. 


Werte für t= 22 bis 34°, 


Log Log \ | Log 
140008070 _ | % SJıtoroossmot _ 1 | % Jitoroosmoe_ 1 | 
| 1--0°003670 t | 14-0°003670 t | 14-0:008670 t | 
| 
4: Mar Ze it a oA} 1 I —ı10| 
22:0 | 08074 | 96628 1260| 09542 96042 |30'0| 11010 95464 | 
221| 08111 96613 |261| 09579 | 96027 1301| 11047 95449 
222| 08147 | 96598 |262| 09615 | 96013 |302| 110853 | 95435 | 
223| 08184 | 96584 |263| 09652 95998 1303| 11120 | 95421. | 
224| 08221 | 96569 |264| 09689 | 95984 |304| 11157 95406 
225| 08258 | 96554 1265| 09726 | 95969 1305| 11194 | 95392 
226| 08294 | 96539 1266| 09762 | 95955 |306| 11230 95378 
227 | 08331 | 96525 |267| 09799 959440 |307| 11267 95363 
228| 08368 | 96510 |268| 09836 | 95926 |30'8| 11304 95349 
|229| 03404 | 96495 1269| 09872 95911 |309| 11340 | 95335 | 
| 7 RI 10 tr I °—10 1: 9 —10| 
1230| 0841 96481 1270| 09909 | 95897 1310| 11377 95320 
1231| 08478 | 96466 1271| 09946 | 95882 |311) 11414 | 95306 
1232| 08514 | 96451 1272| 09982 95868 |312| 11450 95292 
233 08551 96437 273| 10019 95852 |313| 11487 95278 
234| 08588 | 96422 1274| 10056 95839 |314| 115% | 95263 
1285| 08624 | 96407 |275| 10092 | 95824 |31:5| 11560 95249 
236 | 08661 96393 1276| 10129 | 95810 |316| 11597 | 95235 | 
237 | 08698 96378 1277| 10166 95795 1317| 11634 | 95220 | 
1238| 08735 | 96363 1278| 10203 95781 |318| 11671 | 95206 
239| 08771 | 96349 1279| 10239 95766 1319| 11707 | 12 | 
1: | —10 r I —10 1; 19 4 10 


1240 | 08808 96331 |28:0| 10276 | 95752 |320| 117 | 9178 | 
1241| 08845 96319 |281| 108313 95737 (8321| 11781 | 163 | 
242| 08881 96305 [282] 10349 | 95723 |322| 11817 | 95149 
243 | 08918 9629) |283| 10386 | 95709 8323| 11854 | 95135 
224! 08955 96275 284! 10423 | 95694. |324| 11891 | 95121 | 


245| 08992 96261 285 | 10460 9680 1325| 11928 | 95106 
246, 09028 96246 286| 10496 | 95665 1326| 11964 | 95092 
247| 09065 96232 287| 10533 | 95651 327| 12001 95078 
2418| 09102 36217 288| 10570 | 9636 1328| 12038 35064 
2149| 09138 96202 289| 10606 | 95622 |32°9| 12074 95049 


1 9 —10 1 9 10 14: I: —10| 
250) 09175 | 96188 |290| 10643 | 95608 |330| 12111 | 95035 | 
251| 09212 | 96173 |[291| 10680 | 95593 |331| 12148 | 95021 


252| 09248 96158 292| 10716 95579 |332| 12184 | 95007 
253| 09285 96144 293| 10753 95564 1333| 12221 | 94993 
25.4 | 09322 96129 29:4 | 10790 95550 |33°4| 12258 | 94978 
255| 09358 96115 295 | 10826 | 95536 1335| 12294 | 94964 
256| 09395 96100 296 | 10863 95521 336| 12331 | 94%0 | 
257| 09432 96086 29:7 | 10900 95507 |337| 12368 | 94936 
258) 09469 96071 298) 10937 95493 |338| 12405 | 94922 
259 | 09505 96056 299 | 10973 95478 1339| 12441 | 94907 
15 9° —10 1? I —-10 1- 11.9: 1,240 
260 09542 96042 300 | 11010 95464 1340 12487 | 94893 
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Reduktion eines Gasvolumens auf 0° und 760 mm Queck- 
silberdruck. 


Werte für t = 30 bis 150°. 


| 
| 


Log Log Log 
t |1-40:003670t 1 t l1ıt0:003670:| 1 t l140-003670t 1 
| 1-+0:003670 t 140:003670 t 10003760 t 


a ge an: 19: 2104 ZEN BE 9. v8 
30 | 11010 | 95464 70 | 25690 90070 [110 | 40370 85273 
31 | 11377 | 95320 71 | 26057 | 89944 |111| 40737 85159 
32 | 11744 95178 72| 26424 89817 |112| 41104 85046 
3| 211 95035 73 | 26791 89691 [113 | 41471 84933 
34 | 12478 | 94893 74| 27158 | 89566 | 1142| 41838 84821 
35 | 12845 | 94752 | 27535 89440 |115 | 42205 84709 
36 | 13212 | 94611 76| 27892 | 89316 |116 | 42572 84597 
37 | 13579 | 9440 77 | 28259 89191 |117 | 42939 84485 
38 | 13946 | 94330 73 | 28626 89067 118 | 43306 84374 
39 | 14313 | 94190 79| 28993 | 88943 1119| 43673 84262 

I 129, 10 I: 9.; IQ 1: 9: , 9 
40 | 14680 | 94051 80 | 29360 88820 120 | 44040 84152 
41 | 15047 | 93912 81 | 29727 | 88697 | 121| 44407 84041 
42 | 15414 | 93774 82 | 30094 88574 1122| 44774 83931 
43 | 15781 | 93636 s3 | 30461 | 88452 |123 | 45141 83821 
44 | 16148 93499 84 | 30828 838330 | 124 | 45508 83711 
45 | 16515 93362 s5| 3119 ss208 [1255| 45875 83602 
| 46 | 16882 93225 86 | 31562 | 88087 | 126 | 46242 83493 
47 | 17249 | 93089 87 | 31929 87966 1127 | 46609 83381 
| 48 | 17616 92953 88 | 32296 87845 1128| 46976 83275 
49 | 17983 92818 s9| 32663 | 87725 1129| 47343 83167 

et) 1 ) '% 9:5. 0 
| 50 | 18350 | 92683 90 | 33030 | 87605 |130 | 47710 83059 
51 | 18717 | 92549 91 | 33397 | 87485 |131| 48077 82951 
52 | 190% | 92415 92 | 33764 873866 |132 | 48444 82844 
53 | 19451 | 92281 93 | 34131 87247 1133 | 48811 82736 
54 | 19818 | 92148 94 | 34498 | 87128 |134 | 49178 82630 
55 | 20185 | 92015 95 | 34865 s7010 |135 | 49545 82523 
56 | 20552 | 91883 96 | 35232 56892 1136 | 49912 82416 
57 | 20919 | 91751 97 | 35599 | 86774 |137 | 50279 82310 
58 | 21286 | 91619 98 | 35966 | 86657 |138 | 50646 82204 
59 | 21653 91488 99 | 36333 | 86540 |139 | 51013 82099 

| 1: Se 1: 1:9: 4m 1 9. IQ 
| 60 | 22020 | 91357 | 100 | 36700 86423 |140 | 51380 81993 
| 61 | 22387 | 91226 | 101 | 37067 86307 |141 | 51747 81888 
62 | 29754 91096 37434 | 86191 |142| 52114 | 81783 
63 | 23121 | 90967 1103 | 37801 | 86075 1143 | 52481 81678 
| 64 | 23488 ı 90838 |104, 38168 | 85959 |144 | 52848 81574 
65 | 238555 | 90709 1105 | 38535 | 8584 |145 53215 81470 
| 66 | 24222 90580 |106 , 38902 85729 1146 , 53582 81366 
67 | 24589 | 90452 1107 | 39269 85615 |147 | 53949 81262 

68 | 24956 | 90324 |108 | 39636 85500 [148 | 54316 81159 
| 69 | 25323 | 90197 |109 | 40003 | 85386 |149 | 54683 81056 

1: En] 1: ai 0 
70 | 25690 | 90070 1110 | 40370 85273 1150 | 55050 80953 

| 


at 
=) 
ID 
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Reduktion eines Gasvolumens auf 0° und 760 mm Queck- 
silberdruck. 


Werte für t = 150 bis 270°. 


| 1 


Log | Log 
t |1-+40:008670 t 1 t l140-00se70t __ 1 t |1-20-003670 t| 1 
1--0°003670 t \ | 1-+0°003670 t 


1+0°003670 t 


N ; ur.—io or.laak |" —10 ar 9 —10 
150 | 55050 80953 190 69730 71024 230 | 84410 13422 
151 | 55417 80850 191 | 70097 76930 231 | 84777 | 73335 
152 | 55784 80748 192 | 70464 76837 232 | 85144 73249 


155 | 56151 80646 193 | 70831 16743 233 | 85511 73163 
154 | 56518 | 80544 194 | 71198 76650 | 234 | 85878 73077 
155 | 56885 50442 195 | 71565 16597 235 | 86245 72992 
156 | 57252 80340 1 71932 76464 236 | 86612 72906 
157 | 57619 80239 197 | 72299 16372 237 | 86979 712821 
155 | 57986 80138 198 | 72666 76279 235 | 87346 12736 
159 | 58353 80037 199 | 73033 76187 239 | 87713 | 72651 
1° 3”. 2—10 | I I —10 + 9° —10 


160 | 58720 | 79937 200 | 73400 | 76095 |240 | 88080 | 72566 
161 | 59087 | 79837 | 201 | 73767 | 76008 [241 | 88447 | 72481 
162 | 59454 | 79736 |202 74134 | 75912 |242 | 88814 | 72397 
163 | 59821 | 79637 |203 | 74501 | 75820 |243 | 89181 | 72312 
164 | 60188 | 79537 |204| 74868 | 75729 [2442| 89548 | 72228 
165 | 60555 | 79438 | 205 | 75235 | 75688 [245 | 89915 | 72144 
166 | 60922 | 79338 | 206 , 75602 | 75547 | 246 | 90282 | 72060 
167 | 61289 | 79240 |207 | 75969 | 75456 |247 | 90649 | 71977 
168 | 61656 | 79141 |208 | 76336 | 75366 |248 | 91016 | 71893 
169 | 62023 | 79042 |209 | 76703 | 75276 |249 | 91383 | 71810 
10 &; 7a 1 20 
170 | 62390 | 78944 |210 | 77070 | 75186 |250 | 91750 | 71726 
171 | 62757 | 78816 [211 | 77as7 | 75096 [251 | gaıt7 | 71643 
172 | 63124 | 78748 |212| 77804 | 75006 |252 | 92484 | 71561 
173| 63491 | 78651 [213 | 7sı7ı | 74916 |253 | 92851 | 71478 
174 | 63868 | 78553 |214| 78538 | 74827 (254 | 93218 | 71395 
175 | 64225 | 78456 |215| 78905 | 74738 |255 | 93585 | 71313 
176 | 64592 | 78359 |216 | 79272 | 74649 |256 | 93952 | 71231 
177 | 64959 | 78262 |217 | 79639 | 74560 [257 | 94319 | 71148 
178 | 65326 | 78166 |218 | 80006 | 74471 |258 | 94686 | 71067 
179 | 65693 | 78070 |219 | 80373 | 74383 |259 | 95053 | 70985 
| —ı10 Ira $ —10 $ 9° —ı10 
180 | 66060 | 77974 |220 | sor40 | 74295 |260 | 95420 | 70903 
181 | 66427 | 77878 |221| 81107 | 74206 Ia6l | 95787 | 70822 
182 | 66794 | 77782 |[222| 81474 | 74119 |262| 96152 | 70740 
183 | 67161 | 77686 [2233| 81841 | 74031 |263 | 96521 | 70659 
184 | 67528 | 77591 |224| 82208 | 73943 | 264 | 96888 | 70578 
185 | 67895 | 77496 |225 | 82575 | 73856 |265 | 97255 | 70497 
186 | 68262 | 77401 |226| 82942 | 73769 |266 | 97622 | 70416 
187 | 68629 | 77307 |227| 83309 | 73682 |267 | 97989 | 70336 
188 | 68996 | 77212 |228| 83676 | 73595 | 268 | 98356 | 70255 
189 | 69363 | 77118 |[229| 84043 | 73508 |269 | 98723 | 70175 


1 rn Kaneg 
190 | 69730 


1 1 
77024 230 | 84410 13422 |270 | 99090 70095 
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Tabelle D. 
Reduktion von Wasserdruck auf Quecksilberdruck, bezogen auf 
Wasser von 4° und Quecksilber von 0°.}) | 
Wasser Quecksilber Wasser Quecksilber 
10 0:74 120 8:83 | 
20 147 140 10:30 | 
30 2:21 160 u ler, | 
40 2:94 180 13:24 | 
50 3:68 200 1471 ’ 
60 441 300 22:07 
80 5:88 1000 73:55 
100 736 - 
Tabelle E. 


Reduktion von Quecksilberhöhen, abgelesen an Glasskalen, auf 09.2) 


Die folgenden Werte sind Millimeter und von der abgelesenen Quecksilberhöhe abzuziehen. | 


Tempe- abgelesene Quecksilberhöhe in Millimeter 
ratur (") Be see << reeeesTrTTT 
100.00 200:00 30000 40000 740°00 766.00 77000 780'00 80000 
0 0:00 0:00 0:00 0:00 0:00 0.00 000 0.00 000 
5 0:09 ar 0:26 0:35 0:64 0:66 0:67 0:68 069 
10 07 0:35 0:52 0:69 128 1:30 133 1:35 1:38 
20 0:35 0:69 1:04 1:38 2:36 2:62 2:66 2:69 2:76 
30 0:52 1:03 1:55 2:07 3:85 395 3:98 4:03 4:14 
Tabelle F., 


Tension des Wasserdampfes in Millimeter Quecksilber von 
0° Temperatur und normaler Schwere. 


Temperatur (°) Millimeter Temperatur (°) Millineeree Temperatur (®) Millimeter 
10 9479 26 24.987 42 61:13 
11 9:810 27 26'505 43 6443 
12 10'479 28 28'103 44 67:89 
13 11'187 29 29:785 45 71:50 
14 11'936 30 31'553 50 92AR 
15 12728 31 33'416 55 11777 
16 13'565 32 33:372 60 14921 
17 14450 33 37427 65 18751 
18 15'383 34 39:586 70 233:79 
19 16:367 38 41'853 75 28932 r 
20 17'406 36 44:23 s0 35547 j 
21 18'503 BU 4673 85 43379 
22 19'661 38 49:35 90 52600 
23 20-883 39 52:09 95 634:01 ‘ 
24 22:178 40 54:97 100 76000 


25 23:546 41 57:98 | 


!) Landolt-Börnstein, Tabelle 9. 
?) Landolt-Börnstein, Tabelle 10. / 
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Spezielle Methoden. 


EINLEITUNG. 


Man teilt die speziellen Methoden in Absorptionsanalysen und Ver- 
brennungsanalysen. Sie werden im folgenden bei den einzelnen Gasen neben- 
einander besprochen. 

Bei den Absorptionsanalysen muß die Absorptionslösung die Tem- 
peratur des Arbeitsraumes haben, was für biologische Versuche meist ohne 
weiteres dadurch gegeben ist, dab die Absorptionspipetten fest mit den 
Meßbüretten verbunden sind. Arbeiten in der Nähe eines Ofens oder Zentral- 
heizungsradiators ist unstatthaft, da Temperaturerhöhung von 1° auf 100 em# 
Gas einen Fehler von 0'3°/, verursacht. Die Absorptionslösung darf vor der 
Einfüllung auch nicht bei sehr viel anderer Temperatur als der des Analysen- 
zimmers gestanden haben. Nur in Ausnahmsfällen erwärmt man bei der 
Absorption (Phosphor). 

Weiter ist die annähernde Sättigung der Sperrflüssigkeit wie des Ab- 
sorptionsmittels mit der zu untersuchenden Gasmischung für genaue Analysen 
unbedingt erforderlich. Es sei z.B. bei einer Luftanalyse das absperrende 
Wasser durch eine vorhergegangene Analyse mit reinem Sauerstoff gesättigt, 
so tritt, wenn jetzt Luft über dem Wasser steht, etwas Sauerstoff aus und 
Stickstoff dafür ein. Da Stickstoff in Wasser nur Y/ymal so löslich ist 
wie Sauerstoff, wird der Fehler bei nicht langem Verweilen der Luft über 
Wasser zwar gering sein. (Absorptionskoeffizient bei 20° O0, — 0'031, 
N — 0'016, CO — 0'023.) Anders, wenn das Wasser mit Stickstoff oder 
Kohlenoxyd gesättigt war und dann fast reiner Sauerstoff zur Analyse ge- 
langt. Man wird daher am besten, wenn größere Mengen der zu prüfenden 
Mischung zur Verfügung stehen, das Gas in kleinen Mengen ein- oder 
zweimal ohne abzulesen durch den Apparat und die Absorptionslösungen 
gehen lassen und dann auch die ersten Analysen noch mit Vorbehalt be- 
nutzen. Analysiert man in dem Apparat meist das gleiche Gasgemisch, 
so läßt man den Rest der Analyse (meist Stickstoff) über den Absorp- 
tionslösungen stehen und benutzt das gleiche absperrende Wasser mög- 
lichst oft. 

Bei der Absorptionsanalyse muß man genau darüber unterrichtet sein, 
wieviel Gas das Absorptionsmittel zu absorbieren vermag, mit anderen 
Worten, wie lange man dieselbe Lösung gewöhnlich zur Absorption an- 
wenden darf. Kennt man die in der Absorptionspipette enthaltene Flüssig- 
keitsmenge und notiert die Zahl der gemachten Analysen, so kann man 
mit Hilfe der folgenden Tabelle schnell Klarheit erlangen: In ihr ist der 
von Hempel ermittelte „zulässige Absorptionswert“ pro 1 cm? Lösung ent- 
halten, d.h. '/, der Menge, die von 1 cm’ im günstigsten Fall absorbiert 
werden kann. 
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Gasart 
darf absorbiert haben 


| 
1cm? der folgenden | 
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Jedenfalls wählt man die Form der Absorptionspipetten so, daß sie 
eine große absorbierende Flüssigkeitsoberfläche bieten und im Verhältnis 
zur zu analysierenden Gasmenge große Mengen des Absorptionsmittels ent- 
halten, und daß die Verbindungsleitung zur Meßbürette möglichst geringen 
Inhalt besitzt. Dadurch wird der „tote Raum“ so klein als möglich. 


Kohlensäurebestimmung. 


I. Kohlensäurebestimmung in großen Gasmengen bei relativ 


hohem Kohlensäuregehalt. 


a) Nach Bunsen. 


Von dem Gasgemisch wird eine Probe .in ein graduiertes, oben ge- 


schlossenes Meßrohr 


Fig. 191. 


(Fig. 186, Nr. 2—#) über Quecksilber eingefüllt, der 


Stand des Quecksilbers im Rohr und in der Wanne 
mittelst Fernrohrs abgelesen und dann eine an Platin- 
draht gegossene Ätzkalikugel ?), die schwach befeuchtet 
ist (daß sie noch Eindrücke vom Nagel annimmt), 
eingeführt. Nach 24 Stunden wird die Kugel entfernt 
und die Volumabnahme durch erneute Ablesung fest- 
gestellt. Sind größere Mengen Kohlensäure zu absor- 
bieren, so muß man das Einführen der Kugel wieder- 
holen, nachdem man sie zuvor durch Abspülen von 
dem gebildeten kohlensauren Kali befreit hat. 

Will man sehr genaue Resultate erzielen, so 
muß der Quecksilbermeniskus trocken bleiben. Daher 
darf an dem Draht wie an der Kugel kein Wasser- 
tropfen hängen. Am besten führt man noch eine 
möglichst wasserfreie Kalikugel nach der CO,-Absorp- 
tion ein, absorbiert damit das Wasser und bestimmt 


das CO,-freie Gas wie vor der Kohlensäureabsorption im wasserfreien 


Zustande. 


Erheblich genauer und bequemer ist die Absorption in einem in 
Wasser hängenden Eudiometer nach Geppert (s. Fig. 223). (Berechnung 


!) Man gießt das geschmolzene Ätzkali in eine Formzange (Fig. 191) und läßt 


darin erkalten. 


zn 
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dieser Kohlensäureabsorption durch Einführen von Natronlauge in Eudio- 
meter mit Wassermantel siehe auch bei Blutgasanalyse auf S. 673.) 
Beispiel der Genauigkeit.!) 1.(Bunsen): Luft, der CO, zugemischt wurde. 


Kohlensäure °/, auf 100 cm® Luft 


Zur Analyse verwendete z 
s RER 
Gasmenge bei 0° und zageninchie nach Absorption mit 7%/, NaOH Differenz 
760mm Hg etwa co im hängenden Eudiometer (ohne 
2 Mantel) gefunden 
250 cm? 40370), 40°03°/,') — 034 
24.5 cm® 33-540/, 33:57°/, 2) + 0:03 


Das Beispiel zeigt, daß im ersten Fall, in dem das Gasgemisch vor 
der CO,-Absorption getrocknet war, die Differenz viel größer ist als im 
zweiten, in dem es mit Wasserdampf gesättigt bestimmt wurde. Man er- 
sieht daraus, wie erhebliche Fehler (8!/;°/, des Wertes) durch nicht immer 
zu taxierende Differenzen in der Wasserdampftension bei Verwendung von 
für biologische Zwecke schon relativ groß zu nennenden Gasmengen ent- 
stehen! Würden statt 25 cm? etwa nur dem? zur Verfügung stehen, so 
wäre der prozentische Fehler noch 5mal größer! Die alte Bunsensche 
Methode ist dann also zu vermeiden. ?) 

2. nach Geppert: 


Luftanalysen.?) 


— CO; in ®/, des 


Probe Nr. Volumen der Probe Anfangsvolumens CO, %, 
it 76'492 99-930 0:07 
2 89596 |] 99.880 012 
2 86'596 J 99911 0:089 


Die Bestimmungen der CO, sind auch hier um 0'05--0'06°/, un- 
sicher. In der Regel stimmten Doppelbestimmungen allerdings auf 002°, 
überein.3) 

b) Nach Hempel. 


Die Gasprobe wird in die Bürette (Fig. 183) und nach der Ablesung 
durch Heben des Niveaurohrs N, ohne daß Luft von außen hinzutreten 
darf, in eine Absorptionspipette der folgenden Form übergeführt (Fig. 192). 
Sie wird unten besser durch ein oben zugeschmolzenes weites Glasrohr mit 
Gummiring als durch einen Stopfen verschlossen. Die Lauge kommt dann 
mit nur wenig Gummi in Berührung. Die Pipette wird mit einer Auflösung 
von 1 Gewichtsteil käuflichen Ätzkalis in 2 Gewichtsteilen Wasser, d.h. 
331/,°/,ige Kalilauge gefüllt. Um eine recht große Oberfläche zu erzielen, 
füllt man die Pipette mit einer großen Zahl Glasröhrchen von etwa 1'5 mm 
Weite. Beim Füllen ist besonders darauf zu achten, daß der oberste Teil 
der zylindrischen Ausbuchtung, in den das Gas aus der kapillaren Verbin- 
dungsleitung zunächst eintritt, mit solchen Glasröhrchen erfüllt ist. Die 
Kohlensäureabsorption geschieht bei geringerem CO,-Gehalt momentan, 


!) Das Gasgemisch war vor Einbringen der NaOH getrocknet. 
2) Das Gasgemisch war mit Wasserdampf gesättigt. 
®) v. Zuntz, Lehmann, Hagemann |. c. 
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bei höherem genügt meist zweimaliges Hin- und Hertreiben. Nach der 
Absorption bestimmt man in der Bürette die Volumabnahme. 


c) Nach Petterson. 


In den in Fig. 188 gegebenen Büretten, sonst wie sub b): Bei jeder 
Ablesung muß das Quecksilber in dem Manometer auf die Marke einge- 
stellt werden. 


II. Kohlensäurebestimmung in großen Gasmengen bei relativ 
geringem CO,-Gehalt. 


Hier sind außerordentlich exakte Methoden erforderlich. Ein Vorgehen 
mit Ablesung und Absorption im gleichen Rohr wie Ia ist ganz zu ver- 
werfen. Vielmehr kommen nur 
Absorptionsmethoden in Frage, 
bei denen das Meßrohr mit der 
Absorptionspipette dauernd ver- 


Fig. 192 a. " Fig. 192 b. 


bunden ist und Ablesung wie Einstellung aufs genaueste ausführbar sind, 
oder maßanalytische Methoden. 


I. Nach Pettersonschem Prinzip (ohne Korrektion für Druck- und 
Temperaturänderung). 


a) Petterson und Palmgvist haben einen älteren Apparat!) für die 
Kohlensäurebestimmung sehr wesentlich vereinfacht, transportabel gestaltet 
und wie folgt beschrieben 2): | 

„Da wir wünschten, das Pettersonsche Prinzip für hygienische Kohlen- 
säurebestimmungen zu verwerten, welche jetzt fast ausschließlich nach der 
exakten, aber ziemlich umständlichen und zeitraubenden Methode von Petten- 
kofer (siehe später) ausgeführt werden, bemühten wir uns im Vereine mit 


1) 0. Petterson, Luftanalyse nach einem neuen Prinzip. Zeitschr. f. anal. Chem. 
Bd. 25. S. 467—478 (1896). 
?) Vgl. Hempel, Gasanalyse. S. 308. 
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Herrn €. Sonden, dem von Petterson beschriebenen Apparat eine einfachere 
und handlichere Gestalt zu geben und wenn möglich die Dauer jeder Bestim- 
mung von einer halben Stunde oder mehr auf wenige Minuten zu beschränken. 
Wir gelangten zu diesem Ziele, indem wir die Luftproben in mit Feuchtig- 
keit gesättigtem, statt in absolut trockenem Zustande analysierten. Das 
vollständige Austrocknen der Luft läßt sich nur mittelst Phosphorsäure- 
anhydrid ausführen und erfordert einige Zeit. Bei Anwendung trockener 
Absorptionsmittel muß die Absorption unter beträchtlich gesteigertem Drucke 
vor sich gehen, ein Umstand, welcher an die Anfertigung des Apparates 
(die Konstruktion der Glashähne, die Einfüllung der absorbierenden Sub- 
stanzen usw.) große Forderungen stellt. 
Bei Anwendung von feuchter Luft ver- 
zichteten wir zwar auf direkte Bestim- 
mung des Wassergehaltes, erreichten 
aber den Vorteil einer direkten Kohlen- 
säurebestimmung durch flüssige Ab- 
sorptionsmittel, welche im Verlaufe von 
ein paar Minuten sich vollzieht, ohne 
die Röhrenleitungen einer nennenswerten 
Drucksteigerung auszusetzen.“ 

Die Fig. 193 zeigt das Aussehen 
des Apparats, welcher sich leicht trans- 
portieren läßt. Über das Holzgestell wird 
dann ein parallelepipedischer Kasten 
von Holz gestülpt (in der Figur nicht 
abgebildet), woran ein Bügel von Metall 
als Halter festgeschraubt ist. Ist der 
Apparat an Ort und Stelle gebracht, so 
wird das Glasgefäß W mit Wasser ge- 
füllt, Luft wird von außen durch Hahn e 
eingenommen und die Kohlensäure darin 
durch einfache Handgriffe, welche nur 
einige Minuten in Anspruch nehmen, Fig. 193. 
mit einer Genauigkeit von etwa 0'01°/, 
bestimmt. Die Dimensionen sind in dem Apparate so klein wie möglich 
genommen. So enthält z.B. die Meßpipette A, worin die zu analysierende 
Luftprobe eingenommen wird, nur etwa 18 cm®. Mit größeren Luftmengen 
wäre es leicht, eine größere Genauigkeit zu erreichen. 

In A und dem mit A verbundenen graduierten Skalenrohre A’ wird 
die Luftprobe vor und nach der Kohlensäureabsorption (welche in dem 
Örsatschen Kalirohre B ausgeführt wird) gemessen. Durch Heben oder 
Senken des Quecksilbergefäßes E, welches mittelst eines mit Kupferdraht 
umwickelten Gummischlauches mit dem unteren Teile A‘ des graduierten 
Skalenrohres von A verbunden ist (hinter dem Holzgestell. in Fig. 193 
nicht sichtbar), kann die Meßpipette A nach Belieben mit Quecksilber 
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oder Luft gefüllt oder entleert werden. Man sorgt dafür, daß ein Wasser- 
tropfen immer an der Oberfläche des Quecksilbers haften bleibt, die dar- 
über stehende Luft ist dann mit Feuchtigkeit gesättigt. Bei den Volum- 
ablesungen wird der Quecksilbermeniskus jedesmal so eingestellt, daß der 
Druck in A genau gleich wird dem Luftdrucke im Kompensationsgefäße (©. 

Ein Differentialmanometer X, welches einen Tropfen gefärbter Flüssig- 
keit (Petroleum, worin Azobenzol gelöst ist) enthält und durch kapillare 
Glasröhren einerseits mit A, andrerseits mit © kommuniziert, dient als 
Indikator bei dieser Operation. Man stellt einfach durch Bewegung des 
Reservoirs E und schließlich (nach Schließen des Hahnes d nach E hin) 
mit Hilfe der Schraube e das Quecksilberniveau in A so ein, daß der ab- 
sperrende Flüssigkeitstropfen im Manometer auf den Nullpunkt zurück- 
kommt. Es ist einleuchtend, daß man dadurch stets imstande ist, die Luft 
in A auf denselben Druck, der im Kompensator C herrscht, zurückzuführen. 
Da die Luft im Kompensator sowie auch in der Meßpipette seit Anfang 
des Experimentes von der äußeren Luft abgeschlossen ist (durch Schließen 
der Hähne N, g und ec), sind etwaige Schwankungen in dem äußeren 
Luftdrucke ohne Einfluß, ebenso Temperaturveränderungen, welche sich 
dadurch eliminieren, daß sie im gleichen Sinne und in demselben Grade 
auf die Spannung der Luft in A und € einwirken, sofern die Wasser- 
menge im äußeren Gefäße, welche die Hauptteile des Apparates umgibt, 
gehörig umgerührt wird. Deshalb braucht Temperatur und Barometerstand 
nicht beobachtet zu werden, die an der Skala abgelesene Volumverminde- 
rung gibt direkt den Kohlensäuregehalt in Hundertsteln von Volumpro- 
zenten an. 


Da die Luft vor der Absorption mit Feuchtigkeit gesättigt wird, nach der Ab- 
sorption in der starken Lauge es aber nicht mehr vollkommen ist, sieht man, daß — 
streng genommen — eine kleine Korrektion anzubringen wäre, um die für feuchte 
Luft gefundenen Resultate auf den wirklichen Zustand der Luft zu beziehen. Diese 
übrigens leicht anzubringende Korrektion hat jedoch ihrer Kleinheit wegen keine Be- 
deutung. Ein Beispiel soll dies näher erläutern: Nehmen wir an, daß die Temperatur 
+23°C sei, und daß die Luft so trocken ist, daß sie nur 0'66°, Wasserdampf bei 
760 mm Barometerstand enthält. Setzen wir weiter voraus, daß die Luft bei der Ana- 
lyse (d.h. mit Feuchtigkeit gesättigt) einen Kohlensäuregehalt von 0'04°/, gegeben hat. 
Der tatsächliche Kohlensäuregehalt ergibt sich aus der Gleichung: 

x : (100 — 0:66) = 0'04 : 100, 
x = 0:039736. 

Der Analysenwert ist daher um 0'000264 zu hoch. 

Bei jedem Versuche sind drei Operationen auszuführen. 

1. Luft wird von außen durch e geschöpft und in A gemessen, indem 
das Quecksilberniveau durch Schraube e im Skalenrohre A’ auf den Null- 
strich eingestellt wird. Der obere engere Teil der Skala, wo jeder Strich 
'/ioooo des Volumens der Meßpipette angibt, wird bei Analysen von atmo- 
sphärischer oder gewöhnlicher Zimmerluft benutzt, wo der Kohlensäure- 
gehalt nicht mehr als höchstens 0'4°/, beträgt. Bei Analysen von sehr 
verunreinigter Luft bedient man sich des unteren Teiles des Skalenrohres, 
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wo jedes Teilstück !/,oo, des ganzen Volumens angibt. Bei der Volumbe- 
stimmung müssen die Hähne N, g, b, ce, d geschlossen, a offen sein. 

2. Die Hähne d und b werden geöffnet, a wird geschlossen und die 
Luft von A in B übergeführt. Nach ein oder zwei Minuten ist die Kohlen- 
säure absorbiert und die Luft kann nach A zurückgeführt werden; b wird 
geschlossen und a geöffnet. 

3. Das Quecksilberniveau in A wird so eingestellt, dal) der Index in K 
seine normale Lage wieder einnimmt. Die Volumverminderung wird in 4‘ 
abgelesen. 

Durch Einnehmen von Wasser in A von ce aus können Verunreini- 
gungen leicht entfernt werden. 

b) Tigerstedt und Sonden beschreiben ihre im Prinzip gleiche Me- 
thodik, die sie bei ihren Respirationsversuchen verwendet haben, folgen- 
dermaßen): 

„Versteht man unter „relativem Druck“ den Druck einer gewissen 
Gasmasse, verglichen mit dem Drucke einer gewissen anderen, so kann, 
wie bekannt, das von Petterson angegebene Prinzip so ausgedrückt werden, 
daß man die Analyse unter konstanten relativem Druck ausführt. Es 
geschieht dies dadurch: 

1. Daß das zu analysierende Gas (Luft) während der ganzen Unter- 
suchung von der äußeren atmosphärischen Luft abgeschlossen ist. Änderungen 
in dem Barometerstand bleiben dann natürlich ohne Einfluß. 

2. Daß das Analysengefäß durch ein sehr empfindliches Differential- 
manometer mit einem anderen Gefäß (Kompensator) in Verbindung steht. 
Jede einseitige Änderung des Druckes in dem einen Gefäße wird an der 
Flüssigkeit des Differentialmanometers sichtbar, und nur wenn der Druck 
(d. h. der relative Druck) in beiden Gefäßen gleich ist, bleibt die Flüssig- 
keit unverändert ruhig. Stehen die beiden Gefäße in einem gemeinsamen 
großen Wasserbehälter, dessen Flüssigkeit in stetiger Bewegung gehalten 
wird, damit die Temperatur überall gleichförmig sei, so wird der relative 
Druck von Änderungen der Temperatur unabhängig. Enthalten schließlich 
die beiden Gefäße ein wenig Wasser, so sättigt sich die Luft bei der 
waltenden Temperatur mit Feuchtigkeit. 

Durch Absorption eines gewissen Bestandteiles der Luft wird das 
Gleichgewicht gestört und kann nur durch Verminderung des einen (ras- 
volumens (in der Pipette /T) oder Ausdehnung des anderen (in /) wieder 
hergestellt werden. Diese Verminderung bzw. Ausdehnung ist dann ein sehr 
genaues Maß des absorbierten Gasquantums. 

Fig. 194 zeigt die Anordnung des Apparates zur Kohlensäurebe- 
stimmung der Luft. Im Glasbehälter @ stehen die Glaspipetten / und II, 
alle beide von der nämlichen Größe und womöglich auch von der näm- 
lichen Glasstärke. Dieselben sind mit Hilfe von Quecksilber genau ge- 


) K. Sonden und R. Tigerstedt, Untersuchungen über die Respiration und den 
Gesamtstoffwechsel des Menschen. Skand. Arch. Bd. 6. Sep.-Abdr. S. 16ff. (1895). 
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ren („O—4“ und „4—-0“) versehen. 


sich die Pipetten in die Kapillaren /Z/ und IV fort, die 


aicht und mit genau kalibrierten Röh 


Nach oben setzen 
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durch die Dreiweghähne V und VI entweder mit dem Differentialmanometer 
VII oder durch X7 bzw. XII mit der äußeren Luft in Verbindung 
gesetzt werden können. Das Differentialmanometer VI/ enthält ein einziges 
Tröpfehen Öl, das die Röhre in einer Länge von 2-3 mm füllt. Auch die 
kleinste Änderung des Druckes an der einen oder anderen Seite von 
diesem „Index“ bewirkt bei ihm eine Bewegung. Stehen die beiden Seiten 
des Index mit Z/ und I/ in freier Gaskommunikation, so bleibt der Tropfen 
nur dann ruhig stehen, wenn der Druck in ZI und II völlig gleich ist. 
Absorbiert man — durch Einführung der Luft in das Absorptionsgefäß X 
(durch den Hahn VIII) — die Kohlensäure, so entsteht, wenn man die 
jetzt zurückbleibende Luft wieder in // zurückführt und dieselbe auf das 
Anfangsvolumen zurückbringt, ein gewisses Vakuum. 

Das so gestörte Gleichgewicht zwischen dem in / und // existieren- 
den Luftdruck kann in zweierlei Weise wieder hergestellt werden: entweder 
durch Einführen von so viel Quecksilber in ZZ, wie man Kohlensäure weg- 
genommen hat, oder durch Auslaufenlassen von so viel Quecksilber aus /, 
daß die Luft dort gerade soviel verdünnt wird, wie sie es in // durch 
Verschwinden der CO, bei unverändertem Volumen geworden wäre. 

Bezeichnet A das Volumen von / und B das Volumen von I/, sind 
weiter die eingeteilten Röhren an / und // mit der nämlichen Einteilung 
versehen, so wird die Beziehung zwischen der Volumenverminderung in I/ 
(d.h. dem wirklichen Kohlensäuregehalt der analysierten Luft — x) und der 
entsprechenden Volumenvergrößerung in / (=) durch folgende Gleichung 
dargestellt: 

DE rain 
Da woraus: X — nr 

Die Einteilung ist so hergestellt‘), daß jeder Hauptteil (O—1, 1—2 
usw.) —= !/,o0oo des Volumens von dem Nullstriche bis zu dem Hahne der 
betreffenden Pipette ausmacht. Der Hauptteil ist weiter in 25 kleinere gra- 
duiert, von denen also jeder Y/g,000 des Pipettenvolumens entspricht. Durch 
Schätzung kann man bis zu !/g50000, d.h. 0000004 oder 0'004°/,, kommen. 
Der größte Kohlensäuregehalt, der mit dem Apparate bestimmt werden 
kann, ist 7°97°/o0, d.h. bei Anwendung der Pipette ZI allein 4°/,, und bei 
Fortsetzung mit der Pipette / noch 3°97°/,, dazu. 

Die Pipette // steht nach unten durch das mit Tuch umkleidete 
Schlauchstückchen X/1/ mit dem Hahne XIV, dieser durch den mit Draht 
umwickelten Schlauch XV mit dem Gummigefäß XVI in Verbindung. 
Die Pipette / ist unten mit einem ebenfalls mit Tuch umkleideten Gummi- 
beutel (XVII) versehen. Sowohl das Gefäß XVI als der Beutel XVII 
enthalten Quecksilber. Zur letzten, feinsten Einstellung des Quecksilbers 
in den betreffenden Röhren dienen zwei Quetschschrauben (m, und ms, 


!) Bequemer wäre es gewesen, wenn man bei Anfertigung des Apparates die Ein- 
teilung so gemacht hätte, daß diese Rechnung überflüssig geworden wäre. Die Teil- 
striche an der Kompensatorröhre kommen dann aber natürlich nicht in gleichen Abstand 
voneinander. 


Abderhalden, Handbuch der biochemischen Arbeitsmethoden. III. 39 
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auf der Zeichnung (Fig. 194) nur mit Strichen markiert). Statt dieser 
Sehläuche mit ihren Quetschschrauben wurden später Mikrometerschrauben 
angewandt, die in die Quecksilbermasse hineingeschraubt werden, unge- 
fähr wie bei den Reichertschen Thermoregulatoren. Dadurch erhält man 
ein viel schnelleres und sichereres Einstellen. Zur Einstellung des Index 
ist die Röhre VII mit einer (willkürlichen) Einteilung versehen. 

Alle Volumenbestimmungen sind von Sonden und Tigerstedt selbst 
durch Auswägen mit Quecksilber gemacht, wobei die einzelnen Teile des 
Apparates nicht aus den Augen gelassen wurden, ehe alle notwendigen 
Marken eingeätzt waren. Bei der Anfertigung eines Präzisionsapparates 
von dieser Art ist es nicht erlaubt, sich auf andere — sei es noch so 
geschickte Instrumentenmacher — zu verlassen! Als Maßeinheit wurde 
das Volumen von 1 9 reinem (Quecksilber bei +18° G gewählt. Die Pipetten 
fassen etwa 1000 dergleichen Volumeneinheiten. Welches absolute Volumen 
die Pipette enthält, ist übrigens gleichgültig, wenn nur die Beziehung 
zwischen der Pipette und der Skala richtig ist. 

Das Stativ des Apparates ist aus vernickeltem Messing und steht 
auf einer Mahagonischeibe. Die in dem Glasgefäß Q enthaltene Wassermasse 
wird durch eingepreßte Luft in stetiger Bewegung gehalten. 

Die Analyse wird in folgender Weise ausgeführt: Man sieht zuerst 
nach, ob in den Pipetten etwas Wasser — zum Anfeuchten der Luft — 
über dem (Quecksilber ist, weiter, ob die zur Absorption der Kohlensäure 
dienende Lauge im Kapillarrohre des Absorptionsgefäßes X an der Marke (v.) 
steht; wo nicht, bringt man sie genau dahin. Die Probe wird nun durch 
Senken des Quecksilberbehälters X VI und Öffnen der betreffenden Hähne 
entweder direkt aus der Luftleitung eines Respirationskastens oder aus einem 
Behälter hereingenommen, wobei die Vorsicht gebietet, die Kapillaren mit der 
zu analysierenden Luft zuerst auszuwaschen. Nach Absperrung der betreffen- 
den Hähne ist es wünschenswert, daß ein gelinder Überdruck in der Pipette 7/ 
vorhanden ist. Läßt man nun durch den einen Weg des Hahnes V diesen 
Luftüberschuß austreten, so erhält man in der Pipette // Atmosphären- 
druck, ohne Gefahr zu laufen, irgend welche fremde Luft durch die sehr 
engen Kapillaren hereinzubekommen. Jetzt wird (durch den Hahn VT) die 
Pipette / ebenfalls mit der Außenluft in Verbindung gesetzt. Die Skala 
wird in // auf O, in / auf etwa 0'5 eingestellt. Nun wird das Indexrohr (VII) 
durch die Hähne V/ und V je mit der Pipette / und 2/ verbunden, die 
zu der Pipette // gehörende Skala auf O gestellt, weiter auch der Index, 
wenn er nicht schon auf 0 steht, mit Hilfe der Quetschschraube (Mikro- 
meterschraube) m, auf O (d.h. so, daß der Nullstrich den Index in zwei 
Hälften teilt) eingeteilt. Man hat nun nachzusehen, ob sich die Einstellungen 
im Laufe einer Minute ändern. Sobald dies nicht der Fall ist, zeichnet 
man die Ablesung der Skala / an und geht weiter. Der Hahn Y wird nun 
nach allen Seiten hin geschlossen, der Hahn VIII aber geöffnet; die Luft 
dann aus // ins Absorptionsgefäß X hineingetrieben, wieder in // zurück- 
gebracht, dasselbe nochmals wiederholt: nun wird das Niveau der Lauge 
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an der Marke (z.) eingestellt, der Hahn V//T geschlossen und der Hahn V 
geöffnet. Hat sich die Einstellung des Quecksilberniveaus in / geändert, 
wird es in die Anfangslage zurückgebracht. Mit Hilfe der Quetschschraube 
(Mikrometerschraube) m, wird nun das Quecksilber in /T so gestellt, daß 
der Index auf O bleibt und dann abgelesen. Ist der Kohlensäuregehalt über 
4°/g0, so kann der Index nicht mit Hilfe der Skala // allein auf O gebracht 
werden, sondern man muß) dann mit der Skala / fortsetzen, d.h. das Queck- 
silberniveau in / so weit senken, bis der Index auf O0 zurückkehrt. Nach 
der genannten Formel wird dann das Resultat ausgerechnet. Nach beendigter 
Analyse treibt man die Luftprobe durch Quecksilber aus. 

Wie bei jeder an einem feuchten Gase vorgenommenen Absorptions- 
analyse erhält man Resultate, die sich auf Trockenheit beziehen. Wo es 
aber wie hier auf ein genaues Berechnen des absoluten Kohlensäure- 
gehaltes der Luft ankommt, muß man eine Korrektion für den Einfluß des 
in der Probe zunächst vorhanden gewesenen Wasserdampfes anbringen. — 
Wird der durch Analyse gefundene Kohlensäuregehalt mit ß bezeichnet, der 
korrigierte mit %c, der Feuchtigkeitsdruck der Kammerluft mit p und der 
Barometerstand mit B, so gilt folgende Gleichung: 


ER... a 
be=Bßli n) 
Da die Größe 1. Klein ist, so kann für viele Fälle (stets, wenn das 


Wasser nicht bestimmt werden soll) eine approximative Bestimmung von 
p ausreichen. 


Die Genauigkeit der Petterson-Methode. 
a) Nach Tigerstedt-Sonden. 


Auf Grund ihrer Untersuchungen über den Kohlensäuregehalt der 
atmosphärischen Luft äußert Palmgvist!): „Die Differenz zwischen zwei 
Analysen derselben Luft übersteigt selten ein Hunderttausendstel des ganzen 
Volumens.“ Tigerstedt und Sonden haben die von Palmgvist angeführten, 
aus 307 doppelt gemachten Proben erhaltenen Ziffern mit Hilfe der kleinsten 
Quadratmethode näher geprüft, wobei der wahrscheinliche Fehler jeder ein- 
zelnen Bestimmung (£) = 0'0000064 wird. Um ihre eigene Arbeit zu kon- 
trollieren, machten sie nach Ausführung von 126 doppelt gemachten Analysen 
die gleicbe Berechnung, wobei ein wahrscheinlicher Fehler = 0'0000063 
erhalten wurde (00063 pro Mille). Diese Ziffer gilt, wenn die beiden Luft- 
proben aus einem Glasbehälter genommen waren. Bei Proben, welche so 
gleichzeitig wie möglich aus der gleichen Leitung geholt waren — wobei 
Mangel an Homogenität der Luft und andere Faktoren von Bedeutung 
waren — wurde der wahrscheinliche Fehler (aus 66 doppelten Proben be- 
rechnet) = 0:0000087 (= 0'0087 pro Mille). 


') A. Palmgvist, Bib. Kgl. Sv. Vet. Akad. Handl. Bd. 18. Abt. II. Nr. 2. 8.5. 
39* 
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Es wäre ja denkbar, daß die Methode zwar übereinstimmende Resul- 
tate gäbe, jedoch mit irgend einem konstanten Fehler behaftet sei. Ein 
solcher würde sich jedoch bei den Kontrollversuchen bemerkbar gemacht 
haben, was nicht der Fall gewesen ist. Die Methode mit Hilfe einer 
anderen zu probieren, hat deswegen keinen’ Sinn, weil es keine andere 
Methode gibt, die hinlängliche Genauigkeit darbietet.!) 


b) Nach Petterson-Palmgvist. 


Folgende Tabelle?) enthält einige vergleichende Bestimmungen, welche 
gleichzeitig mit denselben Luftproben angestellt wurden: 1. mit dem be- 
schriebenen Apparate, 2. mit dem von Sonden und 3. nach Pettenkofers 
Methode. „Es verdient bemerkt zu werden, daß die Luft bei solchen ver- 
gleichenden Analysen, wenn sie wirklich auf 0'01°/, genaue Resultate er- 
geben sollen, nicht ohne weiteres aus dem Zimmer geschöpft werden darf, 
weil die Zimmerluft nicht immer homogen genug ist. Die Luftproben müssen 
aus in besonderen Reservoiren abgesperrten Luftmengen genommen werden.“ 


ı Kohlensäurebestim- | 


a face | Kohlensäurebestim- | Kohlensäurebestim- 
Versuchsserien | tragbaren Apparate Pe Re Er eE 
|| Petterson-Palmgvist | zu, a 
| Prozent Prozent Prozent 
IE ne a een . 0:08 004 | au. 
1 BE OLE FR 0:03 | 0:038 = 
I TEE Nee ur 0:46 | 0'463 == 
VO ER ET | 045 — 
EEE ee | 0'195 0'211 0:22 
a N 0205 0'206 0:21 | 
| OR N | 0:21 0.210 = 
TVRA)IIERTEN RUNTER AS N. 0:23 0'227 023 
Dee Ba, 0'225 0'223 023 
VER IWEE FBRSPL A DOLLESTE EEE 0:22 7 Zu, 
N u a ET 0:08 | 0:077 010 
| A EEARTEEN 0:07 | — 0:09 
ae SU IT HUN B6 017 | 0.170 - 


II. Nach dem Thermobarometerprinzip 
im Apparat von Zuntz-Geppert. 


Die Genauigkeit beträgt zunächst 0'03cm3, nach einiger Einübung 
bis 0'O1 cm® bei Verwendung von 100 cm3.°) 


') 0. Petterson, Luftanalyse nach einem neuen Prinzip. Zeitschr. f. anal. Chem. 
Bd. 25. S. 477 (1896). 

2) Hempel, Gasanalyse. S. 313. 

3) A. Durig, Aufnahme und Verbrauch von Sauerstoff. Arch. (Anat. u.) Physiol. 
1903. Suppl. S. 220. 
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III. Barytmethode 
a) nach Saussure!), modifiziert von Hesse®). 


Diese von Pettenkofer bei seinen KRespirationsversuchen benutzte 
Methode beruht auf der Absorption der Kohlensäure durch Baryumhydrat- 
lösung und Feststellung des Baryumüberschusses. 

Man hält einen Ballon mit konzentrierter Barytlauge vorrätig (1 kg 
Ba (OH), + 509 BaÜl, auf 4—5 kg Aq. dest.) (Lösung K). Je nach Verbrauch 
wird das Wasser, so lange noch ungelöste Substanz vorhanden, wieder 
ergänzt. 

Aus Lösung K stellt man in einer mehrere Liter fassenden Flasche 
mit doppelt durchbohrtem Stopfen eine verdünntere Lösung V her: 30 cm3K 
auf 12 Aq. dest. Direkt wird \ gemacht 
aus 1'7 g eines Gemisches von 20 Teilen 
Ba(OH), und 1 Teil BaCl, auf 12 Ag. 
dest. In der einen Bohrung der Flasche 
befindet sich ein bis zum Boden reichen- 
des U-förmiges Heberrohr, in der anderen 
ein kurz unter dem Stopfen endendes 
Rohr, durch das die Luft durch ein mit 
konzentrierter Kalilauge und Bimsstein- 
stückchen gefülltes Absorptionskölbcehen 
eintritt. 

Außerordentlich empfehlenswert ist 
folgende Anordnung (Fig. 195): 

In einer 1 oder mehrere Liter fassen- 
den Woulffschen Flasche A steckt ein bis 
zum Boden führendes Rohr, welches über 
dem Stopfen in eine Glashahnbürette € 
mit automatischer Nulleinstellung ausmün- 
det. Durch den anderen Stopfen geht kurz 
unter ihm endend ein Glasrohr, welches 
durch ein oder mehrere Absorptionsgefäße Fig. 195. 
mit Kalistangen oder Natronkalk (B) die 
Kommunikation mit der Außenluft vermittelt. Die Bürette ist oben gegen 
die Außenluft durch ein Natronkalkrohr Eabgeschlossen. Man preßt vermittelst 
eines Doppelgebläses D, das an die äußere Öffnung des Natronkalkturmes 
gesetzt wird, die Barytlösung in der Bürette in die Höhe. Sie läuft, wenn 
die Nullstellung überschritten ist, von selbst wieder zurück. So ist die Ein- 
stellung, ohne daß die Lösung mit kohlensäurehaltiger Luft in Berührung 
kommt, sehr leicht. Titriert wird mit einer Oxalsäurelösung, die 5°6325 9 


1) Poggendorffs Ann. d. Phys. Bd. 19. S. 391. 
2) W. Hesse, Anleitung zur Bestimmung der Kohlensäure in der Luft. Viertel- 
jahrsschr. f. gerichtl. Med. N. F. Bd. 31. 8. 2. 
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kristallisierte Oxalsäure auf 12 enthält (1 cm? = 1 cm® CO,) und mit 
Phenolphtalein (1 aus 250 Alkohol) als Indikator. 

Gewinnung der Luftproben: 

Ausgewogene Flaschen von 500—750 em? Inhalt mit doppelt durch- 
bohrtem Gummistopfen werden am Untersuchungsort mit Wasser von 
Raumtemperatur gefüllt, entleert und mit destilliertem Wasser nachgespült 
(Atemluft !). Die Temperatur und der Barometerstand werden notiert. In 
die eine Bohrung des Flaschenstopfens steckt man eine 10 cm3-Pipette, 
die mit Lösung V gefüllt ist. Man setzt den Stopfen auf, läßt die Flüssigkeit 
auslaufen und verstopft nach Entfernen der Pipette diese Öffnung sowie 
die zweite Öffnung luftdicht durch Gummischlauch und Glasstäbchen. 
Es werden immer gleichzeitig zwei verschieden große Proben in Unter- 
suchung genommen, bisweilen umgeschwenkt, einige Zeit stehen gelassen 
und titriert. 


Titration: Man titriert zunächst das Barytwasser am besten so, 
daß man in ein 50 cm®-Kölbehen die etwa erforderliche Menge der Oxal- 
säure gibt, 10 cm® Lösung V hinzufügt und unter Phenolphtaleinzusatz zu 
Ende titriert. So verhindert man die Absorption von CO, aus der Umgebungs- 
luft während der Bestimmung. Dann ersetzt man den einen Glasstab durch 
die tief hineingeführte Spitze einer mit der aufs zehnfache verdünnten, 
titrierten Oxalsäurelösung gefüllten Bürette und läßt nach Phenolphtalein- 
zusatz unter zeitweiser Aufhebung des Überdrucks durch Lüften des Glas- 
stäbehens die Säure langsam einfließen, bis Entfärbung die vollständige 
Neutralisation anzeigt. In 15—30 Minuten hat man 2 Bestimmungen aus- 
geführt und berechnet. 

Genauigkeit (siehe vorher Tab. 8.610): Je größere Proben 
analysiert werden, desto größer ist natürlich die Genauigkeit. So 
müssen bei unverdorbener frischer Luft Proben von 3/, bis 1 2 verwendet 
werden. 

Beispiel: Probe = 223 cm®, t = 19°, Bar. = 739 mm, Titer 115 für 
10 cm: Barytwasser. Verbrauchte Oxalsäure 6'2 em3. Also 115 — 62 = 5°5 cm? 
Oxalsäure weniger zur Neutralisation nötig gewesen —= 053 cm? (O,, 


223—-10 0 
( ) = nn x — 249 cm® (unreduziert). 


053 

Meist reduziert man die Luft zuvor auf 0° und 760 mm ( siehe Tab. B, 
S. 590). 

Handelt es sich darum, nach dem gleichen Prinzip den Kohlensäure- 
gehalt eines zirkulierenden Luftstroms zu bestimmen, wie dies bei Re- 
spirationsversuchen notwendig ist, so läßt man die Luft durch ein oder 
mehrere Pettenkofersche (Fig. 196) oder Winklersche (Fig. 197) Absorptions- 
röhren streichen, die mit Peligotschen oder Reisetschen Absorptionsapparaten 
(s. Fig. 212) kombiniert sind. Die Titration geschieht wie oben. 
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b) Nach ©. Warburg. ') 


Heißes Barytwasser absorbiert CO, schneller als kaltes. Man kann 
daher in der Wärme die Schicht im Absorptiongefäß verkürzen und !/g, 
Normal- statt '/,, Normalbarytwasser nehmen. 

Fig. 198a zeigt eine Volhardsche Vorlage aus Jenaer Glas mit Zu- 
leitungsrohr a, Ableitungsrohr d. An 5 sitzt eine Doppelkugel, von der die 
kleinere 25 cm® faßt. In dem Gummistopfen des Kolbens sitzen die kapil- 
laren spitzen Enden zweier Büretten, die durch Schlauchverbindung und 
Glashähne mit Vorsatzflaschen verbunden sind. Nach außen sind Büretten 
und Flaschen durch Natronkalkröhren abgeschlossen (s. Fig. 1985). In den 
Flaschen ist !/,, Normal-HCl, mit ausgekochtem Wasser 10fach verdünnt 
und mit Phenolphtalein versetzt, und Barytwasser (1 cm? = 1'3 em®*/,.. HC). 


Analyse: Entweder durch einen Tropftrichter, der in dem Gummi- 
stopfen des Fraktionierkolbens F (Fig. 1985) steckt, oder aus einer Bürette, 
die durch Hahn mit dem die zu analysierende Lösung enthaltenden Kolben 
in Verbindung steht, wird die CO,-haltige Flüssigkeit in Z in der Kälte 
einfließen gelassen. Zuvor hat man in F etwas verdünnte Schwefelsäure 
1 Stunde im CO,-freien Luftstrom gekocht und erkalten lassen. Der Luft- 
strom hat eine Kaliflasche und ein breites, etwa 1m langes Natronkalk- 
rohr passiert, er tritt durch k ein. In die Vorlage wird Barytwasser aus 
der Bürette einfließen gelassen und die Vorlage in,Wasser von 80° ge- 
stellt. Dann erhitzt man in etwa 20 Minuten F' zum Sieden und leitet 
unter Regulierung des Gasstroms zuerst langsam, dann schneller (27 pro 


') 0. Warburg, Maßanalytische Bestimmung kleiner CO,-Mengen. Zeitschr. f. 
physiol. Chemie. Bd. 61. S. 261 (1909). 
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Stunde) etwa 45 Minuten, lang Luft hindurch. Darauf wird das Absorp- 
tionsgefäß abgekühlt auf Zimmertemperatur, die bisher geschlossene Klemme % 
geöffnet und) unter Schütteln titriert. Wenn Phenolphtalein fast entfärbt 
ist, wird % geschlossen, die Lösung steigt im die Kugeln und spült sie 
aus. Man öffnet k wieder und titriert zu Ende. Der Umschlag von Rosa 
auf Hellgelb ist auf 0'1 cm? genau. 


Fig. 198 a. Fig. 198 b. 


Will man die von einem Tier abgegebene CO, bestimmen, so kann 
man den Absorptionskolben direkt an den Respirationskasten anschließen. 

Genauigkeit: Ablesungsfehler 02 cm? "/;o HU. 

1—2 mg CO, können mit 4—5°/, Fehler bestimmt werden. 

Die Genauigkeit ist unabhängig von der zu analysierenden Luftmenge. 

Titerstellung: In CO,-freiem Luftstrom (1'832 pro Stunde) und bei 
etwa gleicher Verdünnung wie bei der Analyse. 


IV. Gewichtsanalyse durch Bestimmung des Gewichtsverlustes nach 
vorheriger vollkommener Trocknung des Gases oder der Gewichtszunahme 
einer zuvor gewogenen Absorptionslösung. 


(Siehe Elementaranalyse, dieses Handbuch, Bd.I, S. 290.) 


I. Kohlensäurebestimmung in kleinen Gasmengen. 


1. Nach Bunsen-Geppert (siehe Blutgasanalyse: S. 675). 

Für Kohlensäureanalysen in kleinen Gasmengen ist diese an sich 
schon unbequeme Methode auch relativ ungenau, da man wegen der starken 
Löslichkeit von Kohlensäure in Wasser die erste Ablesung über Queck- 
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silber ohne Flüssigekeitsmeniskus machen muß und durch Durchblasen von 
Exspirationsluft durch das Eudiometer hofft, volle Wasserdampftension zu 
erzielen, was doch nicht immer erzielt wird, während im Barometerrohr 
mit Wassermeniskus volle Wasserdampftension gegeben ist. 

So sah @Geppert!) sogar bei Verwendung von etwa 685 em? Gas 
und je viermaliger Kontrolle der Ablesung, wenn er einen Tropfen Wasser 
auf dem Quecksilber beließ und nicht die ganze Wand mit Wasser voll- 
kommen beschlagen aussah, sondern einige Stellen schwach oder nicht 
bedeckt waren, einen Fehler in der Gasabmessung von 0'074 cm? — etwa 
0°11°/, des Gasvolumens. Die zweite Ablesung geschieht nach Einbringen 
von Kalilauge, und man ist selbst bei verdünnter Lauge (spez. Gew. 1'06) 
nach 1 Tage Stehen, nur wenn man vor der Ablesung kräftig schüttelt, 
sicher, daß noch volle Wasserdampfspannung herrscht. Andrerseits ist man, 
wenn man bald nach Zufuhr der Lauge abliest, bei CO,-reichen Gemengen 
im Zweifel, ob die Absorption vollendet ist. So fanden Zuntz, Lehmann 
und Hagemann (]. ce. S.34) bei 4°/, Lauge und ca. 31/,°/, CO, die Absorption 
erst nach 24 Stunden vollendet, wenn man mehrmals kräftig geschüttelt 
hatte. Ganz sicher geht man, wenn man, wie schon auf S.580 erwähnt. 
den unteren Teil des Eudiometers erwärmt, den oberen abkühlt. Dann hat 
man in dem ganzen Rohr Wasserbeschlag. 

Beispiel?2) für Änderung der H,O-Tension durch Einführen von 
Kalilauge: 


“ s Eudiometer 18 mm Eudiometer 10 mm 
Wasserstoffgas-Ablesung über 


cm3 cm 
Hg feucht (Wasserbeschlag) . . . . . . . 57'254 24100 
Sofort nach KOH-Einfüllung . WR 24108 
2Tar' % x Zi was: ı. „57-235 24'105 
2 Tage „ Bi EL... 571.72 24090 
> N Y AA a ste, 24.086 
4 „ ” „ ee each) 24083 


Es bedingt also selbst die verdünnte Lauge durch Austrocknung und 
Änderung der Wasserdampftension nach 1 Tag Fehler von 0'04°/,. Bei 
kleinen Gasmergen wird der prozentische Fehler natürlich entsprechend 
höher. Verwendet man die Geppertsche Methode, so muß man für die 
CO,-Bestimmung so schnell nach Einfüllung verdünnter (!) Lauge ablesen, 
dab Austrocknung voraussichtlich vermieden ist. 

Es gelingt ceteris paribus in weiten Eudiometern (18mm) leichter, 
volle Wasserdampftension herzustellen, als in engen (10—12 mm), ein 
Fehler, der bei dem leicht diffundierenden Wasserstoff des Beispiels noch 
erheblich weniger hervortritt als bei Luft und ähnlichen Gemischen. Die 
Folgen mangelhafter Reinigung (unvollkommener Wandbenetzung) sind in 
weiten Eudiometern auch sehr viel weniger bemerkbar als in engen Röhren. 
Man soll also mit einem vorher sorgfältig gereinigten, relativ weiten Eudio- 


1) Geppert, Gasanalyse, S. 70, Versuch 1A. Siehe auch Versuch 3 auf S. 72. 
®) Ebenda. S. 88. 
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meter unter geringem Druck (kleine Gasmenge) und bei recht vollkommenen 
Wandbenetzung analysieren. 
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Fig. 199. 
2. Nach Petterson-Tobiesen!) (siehe Fig. 199): Die abgebildete Form 
hat eine Kali- und eine O,-Absorptionspipette. Bürette 5 faßt 35 cm®, 
9) F. Tobiesen, Skand. Arch. f. Physiol. Bd. 6. $. 273 (189). 
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Thermobarometer L 20 cm®, H ist ein Schwanzhahn zur Einnahme der 
Gasprobe. 

3. Nach Petterson-Haldane (siehe Fig. 190, S.587): Diese Anordnung 
läßt, wie erwähnt, eine recht genaue, einfache Einstellung der Gas- 
volumina zu und kann in verschiedenen Formen hergestellt werden, je 
nachdem man den Apparat transportabel, nur für Luft- und Grubengas- 
analysen (Fig. 200) im Bergwerk oder Caisson oder fest aufgestellt im Labo- 


=—gen ae 


Electric Lamp | 
Fig. 200. 


ratorium für verschiedene Gasgemische benutzen will. Im letzten Fall wird 
es nach beifolgender Skizze (Fig. 201) aufgestellt. Für Luftanalysen mit 
wenig Kohlensäuregehalt besitzt das Meßrohr die lange gerade Form wie 
in Fig. 201, für Gasgemische mit hohem Kohlensäuregehalt eine ausgebauchte 
Form mit !/,.-Teilung wie in Fig. 200. 


Beispiele: 
1. Gasprobe cm? Kohlensäure em? Kohlensäure °/, 
20'298 0'558 2775 
20.294 0'558 275 
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Die EG ngen stimmen bis auf 0'001 cm® bei wiederholtem Über- 
führe die Kalis nn orptionspipette. 
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I. Bei +4 Parallelbestimmungen von Luft fand Haldane 0'025, 0'050, 
0.035. 0°'030°/, Kohlensäure. 
III. Bestimmungen im Bergwerk (Haldane): 


Probe Stickstoff °,, Kohlensäure °,, Ort der Probeentnahme 

1 576 124 Ein Rückstrom. 

(2 873 127 Dieselbe Mine, Hauptrückstrom. 
(3 93:2 68 Wie 1 zu anderer Zeit. 
(4 945 57 ER . = 


IV. Grubengase auf Flaschen gefüllt, im Laboratorium analysiert: 


Flasche I Flasche II 
Bat. heit "07 DauRd ER 4.26 
ie 35; | AR 15:52 
co. 1:07 110 
H : ee oo 
N . 78:75 u: 


ll. Kohlensäurebestimmung im Wasser. 


a) Gewinnung der Wasserproben. 

Die Vorschriften der kgl. Versuchs- und Prüfungsanstalt für Wasser- 
versorgung und Abwässerbeseitigung zu Berlin, die Entnahme von Wasser- 
proben betreffend, lauten): 

Es sind mindestens 3/7 von jeder Probe einzusenden, und zwar in 
vollkommen reinen, mit dem zu untersuchenden Wasser mindestens mal 
vorgespülten Glasflaschen. Ort und Zeit der Entnahme sind auf den Fla- 
schen anzugeben. 

Das Wasser wird mittelst Kugelpipette oder einer besonders vorbe- 
reiteten Flasche entnommen: 

1. Die Flasche besitzt einen doppelt durchbohrten Kork. In der einen 
Bohrung steckt ein kurzes Glasrohr, das durch ein Gewicht wasserdicht 
verschlossen ist. An dem Gewicht befindet sich ein langer Faden, den man 
in der Hand behält. Durch die andere Bohrung geht ein Glasrohr, das 
mit einem langen Schlauch in Verbindung steht. Diesen hält man in der 
anderen Hand über Wasser und läßt mit ihr gleichzeitig die durch ein 
Gewicht unten beschwerte Flasche an einem Strick in die Quelle hinunter. 
Darauf zieht man das Gewicht weg und bewirkt so die Füllung. 

2. Nach Friedrich C. G@. Müller?) (Fig. 202): 

An einer Lotleine wird der auf eine 2%y schwere Bleiplatte A ge- 
lötete Bügel B mittelst Spiralfeder E und Karabinerhakens J aufgehängt 
und in dem Bügel eine Flasche von höchstens 400 cm? durch © befestigt. 
Die Flasche trägt einen doppelt durchbohrten Gummistopfen, in dem oben 
das U-Rohr H, unten Rohr @ steckt. H sitzt an einer Kette, die nicht 
ganz gespannt an der Spiralfeder E hängt und oben an F' befestigt ist. 


!) Pharm. Kalender von @. Arends, 1908 ; Verlag von J. Springer. — Die Unter- 
suchung des Wassers an Ort und Stelle von Dr. Klut. 
2?) Friedrich €. G@. Müller, Bericht d. biolog. Station Plön. Bd. 10. S. 189 (1903). 
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Man versenkt, entfernt durch einen Ruck H und öffnet so die Flasche; 
das Wasser drängt durch Rohr @ ein, Luft entweicht durch die zweite 
Bohrung. 

Bis etwa 100 m Tiefe kann man so vorgehen. In größerer Tiefe soll 
die Flasche, mit Benzin gefüllt bei nicht fest schließendem Stopfen ver- 
senkt werden. 

3.2) (Fig. 203.) An der hohlen Krücke K eines als Spazierstock aus- 
gebildeten, innen zum Teil hohlen Stabes 5 befestigt man ein Glasrohr 
mit einer seitlichen Öffnung und an ihm mittelst Gummiringes g einen 
100 em®-Kolben F und mittelst Gummistopfens p einen Trichter 7, der 
bis zum Boden des Kolbens geht. Taucht man 1 m tief unter Wasser, so 
füllt sich # von 7 aus, die Luft geht 
durch das weite Glasrohr, K, heraus. 

Die gefüllten Kölbehen werden 
durch Stopfen mit Glasstab luftfrei 


destens 20 Minuten lang gleich- 
mäßig und langsam abgepumpt 
werden, bei Kesselbrunnen darf das 
ausgepumpte Wasser nicht wieder 
zurückfließen und das Abpumpen 
bis zur Erschöpfung ist zu ver- 
meiden. Enthält der Brunnen wenig 
Wasser oder ist kurz zuvor schon 
eine größere "Menge Wasser ab- 
gepumpt, kann die Zeitdauer be- 
schränkt werden. Bei Wasserlei- 
tungen muß das Wasser unmittel- 
mn Fig. 908. bar vor der Entnahme mindestens 
20 Minuten lang abgelaufen sein. 


Bei Prüfung von Schmutzwässern einer Kanalisationsanlage muß 
man, da der Strom bei städtischen Anlagen des Nachts nur schwach und 
mäßig verunreinigt ist, in den Morgenstunden mit Zunahme des Schmutz- 
gehalts stark anschwillt, zum Mittag das Maximum erreicht und zum Abend 
wieder abnimmt, stündlich oder zweistündlich Proben entnehmen. 


F und gasdicht verschlossen trans- 
portiert. 
| Für die Untersuchung von 
| Brunnenwässern?) muß der 
| E Brunnen unmittelbar vorher min- 
| : 


Vo none 


1) ©. Weigelt, Entnahme und Untersuchung der Abwässer. Verlag des Deutschen 
Fischerei-Vereins. Berlin 1900. S. 29. 

°”) K. Farnsteiner, P. Buttenberg und ©. Korn, Leitfaden der chemischen Unter- 
suchung von Abwasser. R. Oldenbourgs Verlag 1902. 


Biologische Gasanaiyse. 621 


Bei Untersuchung stehenden Wassers stellt man entweder. wenn 
möglich durch Mischen eine Durchschnittsprobe her oder entnimmt bei 
Teichen u.ä. genügende Proben teils von der Oberfläche, teils aus tieferen 
Schichten und vermischt sie. 


b) Bestimmung der Kohlensäure. 

1. Gebundene Kohlensäure. 

x) Man versetzt 100--200cm® Wasser mit 1-2 Tropfen Methyl- 
orangelösung und fügt so lange -",-Schwefelsäure hinzu, bis die gelbliche 
Farbe in Rot übergeht. Jedes Kubikzentimeter entspricht 22 mg CO,. Sind 
außerdem andere schwache Säuren in dem Wasser vorhanden, so gibt 
diese Bestimmung natürlich zu hohe Werte. Man muß dann die Kohlen- 
säure austreiben und wägen, vorausgesetzt, daß nicht noch andere flüchtige 
saure Produkte mit weggehen. 

%) Gewichtsverlustmethode : Durch Entwicklung und Vertreibung in 
wasserfreiem Zustand. 

Öhne näher hierauf einzugehen, sei an die bekannten Apparate von 
Fresenius-Will, Rose, Mohr und Ähnliche erinnert.!) 

y) Durch Absorption in wasserfreiem Zustand (Gewichtszunahme- 
methode). ?) 


Volumetrische Bestimmung (besonders auch für 00, in festen 
Körpern). 


Hier sei nur der Scheiblersche Kohlensäureapparat als besonders be- 
quem genannt: Durch den Stopfen einer mit eingeschliffenem Glasstopfen 
versehenen Flasche geht ein Kapillarrohr, das durch kapillare Schlauch- 
leitung zu einer dünnwandigen Gummiblase führt. Diese liegt in einem 
Gefäß, in dem die Volumveränderung des Blaseninhalts von einem scharf 
anzeigenden Wassermanometer registriert werden kann. Man wägt oder 
füllt die Flüssigkeit oder auch feste Substanz in die Stöpselflasche, stellt 
ein Gläschen mit Salzsäure hinein, schließt den Stopfen luftdicht und 
notiert den Stand des Manometers bei völlig zusammengedrückter Gummi- 
blase. Durch Umschütten der Salzsäure entwickelt man die Kohlensäure, 
die in die Gummiblase strömt. Die Ausdehnung ist durch den veränderten 
Stand des Manometers gegeben. 


2. Freie Kohlensäure. 


(Quantitativ läßt sie sich durch Rosolsäure (0'2 in 100cm® 80°/,igem 
Alkohol) nachweisen. Die orangegelbe Lösung wird durch klares Barytwasser 
bis zur eben eintretenden rötlichen Färbung neutralisiert und vor Licht und 
Luft geschützt aufbewahrt. 5—10 Tropfen davon setzt man auf weiber 
Unterlage zu 50—-100 cm? des Wassers. Ist freie Kohlensäure vorhanden, 


!) Näheres siehe Mohrs Titriermethoden, S. 590 ff. 
?) Siehe bei der Besprechung der Verbrennung organischer Körper, Elementar- 
analyse. Bd. I dieses Handbuches. 
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so tritt Gelbfärbung ein. Diese Probe ist nur beweiskräftig, wenn keine 
anderen Säuren gleichzeitig im Wasser vorhanden sind. Ist nur Bikarbonat 
oder Karbonat vorhanden, so wird das Wasser violettrot. 

Quantitative Bestimmung nach Trillich!): 

Man füllt 200 em3 Wasser in eine Glasstöpselflasche von zirka 250 em> 
Inhalt mit weiter Öffnung, die bei 200 cm? eine Marke hat (nicht 
schütteln), setzt 10 Tropfen Phenolphtaleinlösung und dann aus einer genau 
geteilten Bürette Natronlauge hinzu, von der 12 0'9091g chemisch reines 
NaOH enthält. 1cm® davon — 1mg freier Kohlensäure. Auf weißer 
Unterlage sieht man den Umschlag in Rot sehr deutlich. Man wiederholt 
die Titration, da durch das Schütteln immer etwas CO, verloren geht, 
indem man fast die gesamte Menge Lauge auf einmal zusetzt. 

3. Freie und halbgebundene Kohlensäure. 

In eine 200 g9-Flasche bringt man 45cm® Barytwasser und 5 cm® Barium- 
chloridlösung (Neutral 1 zu 10) und setzt 150cm? des Wassers hinzu, ver- 
schließt mit Gummistopfen, schüttelt um und läßt 24 Stunden absetzen. 
Man entnimmt 50cm: der klaren Flüssigkeit und titriert mit 79-Schwefel- 
säure. Ebenso bestimmt man den Titer der 45 cm? Barytwasser. 

Sind Magnesiumsalze vorhanden, so ist für jedes Millieramm Mg O0 
1'1mg COs abzuziehen. 


Beispiel: 45cm® Barytwasser = 48°0cm? Z-HaS0,. 
50 cm? der klaren Lösung = 98cm? 7,-H3 SO.;. 
Im Liter sind 12'0mg MgO. 1cm®! —-H,S0, = 22 mg (Os. Es 


sind 120 x 11 = 13'2mg CO; pro Liter also abzurechnen. Das Wasser 

enthält: 48 — (4x 98) = 88cm? ——--H>SO, = 1936 mg CO: oder im Liter 
9:36 x 100 h 
1936 x 1990 a2 Tea 


150 


(da 150 cm? verwendet waren) 


halbgebundene Kohlensäure. 


Sauerstoffbestimmung. 


A. Verbrennungsanalyse (nur wenn keine anderen brenn- 
baren Gase gleichzeitig vorhanden). 


1. Mit Kupferspirale (nach Kreussler:). Die Luft wird in eine ganz 
luftleer gepumpte Kugel eingefüllt, der Druck durch ein sehr genaues 
Quecksilbermanometer bestimmt. Dann wird der Sauerstoff in einem Kupfer- 
eudiometer durch eine elektrisch zum Glühen gebrachte Kupferspirale ver- 
brannt und der Reststickstoff volumetrisch nach der Abkühlung bestimmt. 
Die Methode ist sehr genau, aber äußerst umständlich und für eine große Zahl 
von Analysen zu langwierig. 


') Emmerich und Trillich, Anleitung zu hygienischen Untersuchungen. 3. Aufl. 
München 1902. S. 120. 

?) U. Kreussler, Der Sauerstoffgehalt der atmosphärischen Luft. Landw. Jahrb. 
Ss. 305 (1885). 
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Beispiel: Luft: 


1. 20°904°/, 0, II. 20:933°/, 0, III. 20:928°/, O, 
20.931, - 20.919, „ 20914 „ 
20913, 20923, „ 2095, „ 


2. Durch Explosion. Die theoretischen Grundlagen für die bei der 
Verbrennung brennbarer (Gase auftretenden Erscheinungen sind von Bunsen 
genau ermittelt. Nach Bunsens Angaben führt man die Sauerstoffbestimmung 
in langen Eudiometern aus, in die oben zwei dünne Platindrähte einge- 
schmolzen sind. Das von Kohlensäure (durch Einführen einer Kalikugel 
oder Kalilauge) befreite Gasgemisch wird bei Anwesenheit großer Sauer- 
stoffmengen mit dem 3—10fachen, bei Anwesenheit geringer Sauerstoff- 
mengen mit dem gleichen Volumen Wasserstoff gemischt und durch elek- 
trische Zündung verpufft. Zu CO,-freier Exspirationsluft setzt man 60 bis 
80°/, des Volumens Wasserstoff hinzu. Im Gemisch ist dann 30°/, Knall- 
gas. Als Stromquelle dient ein Bunsenelement und ein Rumkorffscher 
Funkeninduktionsapparat. Da zuweilen die Explosion zu intensiv verläuft 
und das Rohr zertrümmert, empfiehlt es sich, sich durch eine Scheibe 
oder dergleichen zu schützen, wenn man nicht nach Geppert (siehe S. 579 
und 6753) die Rohre in einem Wassermantel hat. 

2/, des verbrannten Gasvolumens bestehen aus Wasserstoff, !/, aus Sauer- 
stoff, die Sauerstoffmenge ergiebt sich durch Division der Volumverminderung 
durch drei. Das Wasserstoffgas entwickelt man am besten durch Elektrolyse 
des Wassers in einem kleinen Röhrchen unter Verwendung eines in Queck- 
silber schwimmenden Zinkpoles. Ist zu viel Wasserstoff zugesetzt und da- 
durch die Entzündlichkeit aufgehoben oder das Gas nur teilweise verbrannt, 
so muß man reines Knallgas zusetzen, das wiederum elektrolytisch gewonnen 
wird. Dabei muß man, wenn es auf genaues Arbeiten ankommt, ein zweites 
Eudiometerrohr mit dem gleichen Knallgas füllen, um durch Explosion die 
Verunreinigung des Knallgases zu ermitteln. Man verlangt in der Regel, 
daß bei einer richtig geleiteten Explosion zwecks Sauerstoffbestimmung 
Verpuffung ohne Flamme oder mit bläulicher Flamme auftritt. Eine gelbe 
Flamme zeigt an, dab Spuren von Stickstoff unter Bildung von NO respektive 
N, O, oder N, O, verbrannt sind. Die O,-Analyse wird dadurch natürlich falsch. 
Es gehört eime nicht unbeträchtliche Übung dazu, um diese Verhältnisse 
richtig zu beurteilen, und es geschieht nicht allzu selten, daß man beim 
Arbeiten nach Bunsenschen Vorschriften und trotz Beachtung der richtigen 
Feuererscheinung evident fehlerhafte Resultate erzielt. 

Genauigkeit: Bunsen selbst hat bei seinen Luftanalysen, bei denen 
er zwischen 40 und 48 cm? verwandte, im Mittel aus 26 Analysen einen 
Sauerstoffwert zwischen 20'880 und 20'970, d. h. eine Maximaldifferenz 
von 0:09°/, bekommen, oder 0'45°/, des Sauerstoffwertes. Um diese Ge- 
nauigkeit mit der Explosionsmethode zu erreichen, muß man so erhebliche 
(asmengen verwenden. Hat man geringere und dazu Gemische von nie- 
drigem Sauerstoffgehalt, so wird der Fehler größer, wenn ihn auch die 
Division der Kontraktion durch drei verkleinert. 

Abderhalden, Handbuch der biochemischen Arbeitsmethoden. III. 40 
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Geppert hat für Sauerstoff-Stickstoffmischungen gefunden (°/,): 


Reihe I. - Reihe 11. 
20'910, 20928, 20929 20848, 20863, 20837 
Reihe II. 5 Reihe IV. 


20885, 205704, 20904 20°944°, 20:120#, 20948, 20°912, 20:912. 


In Reihe L II wurden 47—53 cm?, in II, IV, mit Ausnahme der 
Proben A, B, C, 31—39 cm® verwendet. Probe A betrug 132, B 1:67, 
C 1:46 cm®. Die großen Proben zeigen eine Übereinstimmung auf 0'03°/,. 
Die Abweichungen bei A und B sind wahrscheinlich durch Glasschrammen 
in dem Eudiometer hervorgerufen gewesen. 

Schaltet man A und B aus, so gaben @epperts Analysen mit großen 
Gasmengen Werte zwischen 20°94 und 20°84°/, (siehe auch 8. 676). 

Bei Verwendung kleiner Gasmengen, zwischen 1’3—2'6 em®, schwankten 
die Sauerstoifwerte von 11 einwandfreien Analysen zwischen 20'49 und 
20°94°/,, d.h. um 0'45°/,- 

Zuntz, Lehmann und Hagemann (l. ec.) fanden in Luftproben von 
69— 90 em: 

20939, 20911, 20'901, 20:963°/.- 

Enthält das zu analysierende (Grasgemisch brennbare Gase, so ver- 
brennen diese natürlich bei der Verpuffung mit. Man muß, um dies 
zu prüfen, das CO,-freie (Kalikugel) Gasgemisch in ein Eudiometer mit 
Wassermeniskus füllen, mit Knallgas verpuffen (30°/,), die Kontraktion (K) 
ablesen und Kalilauge einbringen. K entspricht den Mengen Gruben- 
gas + Wasserstoff, die Abnahme durch KOH der aus CH, gebildeten CO;. 


B. Absorptionsanalyse. 
Sie ist sehr viel einfacher und bei Einhaltung gewisser Vorschriften 
fast ebenso genau wie die Explosionsmethode. 
1. Absorption mit pyrogallussaurem Kali. 


Nach den Erfahrungen von Hempel und Haldane löst man 10g 
Pyrogallussäure in 100 cm? 75°/,iger Kalilauge (spez. Gew. 155). Es darf 
keine ungelöste Substanz zurückbleiben. (Hempel warnt mit Alkohol ge- 


reinigtes Ätzkali zu verwenden, da diese Präparate selbst nach ziemlich ° 


starkem Glühen zu fehlerhaften Analysen Anlaß) geben.) Die Lösung ent- 
wickelt bei der O,-Absorption keine oder minimale, zu vernachlässigende 
Mengen Kohlenoxyd (0'01°/, in Maximo). In konzentrierteren Lösungen 
(30°/, Pyrogallol) entstehen 1'5 cm3 auf 100 em3 absorbierten Sauerstoff, bei 
geringer KÖH-Menge bis 4 cm3. Zum mindesten muß soviel KÖOH vor- 
handen sein, daß C,H,0; + 3KOH entstehen kann. Um bei sehr sauer- 
stoffreichen Gemengen einen Fehler durch CO-Bildung zu vermeiden, ab- 
sorbiert man den Sauerstoff nicht sofort im ganzen, sondern in kleinen 
Portionen, jeweils mit dem Stickstoffrest früherer Analysen verdünnt. 


a 
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Die Absorption erfordert über 15° selbst bei großen O,-Mengen nur 
wenige Minuten, unter 15° über 10 Minuten. Sehr angenehm ist, dal die 
Farbenänderung der Lösung ein sicheres Urteil über die Beendigung der 
Reaktion gestattet: so lange selbst nur minimale Spuren Sauerstoff noch 
vorhanden sind, färbt sich die Pvrogalluslösung braunschwarz. Ist der 
Sauerstoff entfernt, so erscheint sie in dünner Schicht gelbgrün. Die 
Lösung muß in der sogenannten kombinierten Doppelpipette Hempels 
(Fig. 204) vor Berührung mit Luft geschützt verwendet werden, respektive 
bei fester Verbindung mit dem 
Analysenrohr (z.B. in Haldanes 
Apparat, Fig.190%,P, 5) in einer 
Pipette enthalten sein, die gegen 
die Außenluft zunächst durch 
einen Luftraum, der später nach 
Absorption des Sauerstoifs in 
ihm mit reinem Stickstoff gefüllt 
ist, dann durch eine mit konzen- 
trierter (75°/,) Kalilauge gefüllten 
Pipette abgegrenzt ist. 


ee 
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Fig. 204. Fig. 205. 


(uetschhahn abgeschlossen. Größere Mengen der Lösung kann man in 
einem ähnlich hergerichteten Kugelsystem aufbewahren, aus dem die 
Lösung dann durch Quecksilber ausgetrieben wird.t) 


') Atwater und Benediet stellen sich für Bedarf großer Mengen Pyrogallussäure- 
lösung folgende Grundlösungen her, die sie aufbewahren: A. 2400 y Kalistangen in 1600 em® 
Wasser gelöst. (KOH darf nicht mit Alkohol gereinigt sein!) Billiger ist, gewöhnliche Kali- 
stücke (2400 g) in 1750 cm? Wasser zu lösen und nach Abkühlen durch Glaswolle zu 
filtrieren. B. 100 4 Pyrogallol werden in 300 cm® Wasser gelöst. Zur Füllung dienen 
Tem? Bund 44cm? A. Man füllt B in die Hempelpipette, setzt etwa die Hälfte der 


40* 
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Fig. 205 zeigt einen nach Hempelschen Prinzipien zusammengestellten 
Apparat, wie ihn Altwater und Benedikt‘) zur Analyse des Bombensauer- 
stoffs und der Luft verwendet haben: Der aus der Bombe strömende Sauer- 
stoff passiert ein U-Rohr mit Natronkalk, in dem die vorhandenen Spuren 
CO, entfernt werden, dann eine T-Teilung, deren einer Schenkel kurz unter 
Wasser mündet, deren anderer mit der Kapillare % des Apparates zur 
Einfüllung der Analysenprobe verbunden wird. Das Gas tritt durch den 
kapillaren Dreiweehahn H langsam (!) in die im Wassermantel steckende 
3ürette B (rechts), deren unterer Teil über 90 cm! in 0:05 em’ geteilt 
ist. B ist zuvor von N aus, ebenso das linke Rohr durch das links hän- 
gende Niveaurohr einschließlich der kapillaren Leitung mit Wasser gefüllt 
worden. 

Sobald das Wasser in B und N gleich hoch steht, wird die Zuleitung 
unterbrochen, % durch den Quetschhahn g verschlossen und, indem N in 
Augenhöhe so gehalten wird, daß die Niveaus gerade gleich hoch sind, ab- 
gelesen, dabei die Wassertemperatur am Thermometer 7 notiert. Dann 
verbindet man bei geschlossenem Hahn 4 die durch Ansaugen bis in das 
kapillare Steigrohr s mit Pyrogallussäure gefüllte Hempelpipette P so mit 
k, dal) beim Vereinigen keine Luft bei g im Schlauch bleibt. (Füllen mit 
Wasser.) Durch Heben von N wird das Gas vollkommen in P getrieben 
und nach Absorption unter Schütteln in der von k abgenommenen Pipette P 
(5—15 Minuten) bei anderer Hahnstellung in die linke Röhre zurückgeholt, 
in der der Reststickstoff bei Gleichstellung der Menisken im Meß- und 
Niveaurohr gemessen wird. Das Meßrohr ist von 0—20 in 0'05 cm? ge- 
teilt und ebenso wie B und k bis zur Marke m auskalibriert. 

Die Pyrogallussäuremethode ist sehr schnell ausführbar und gibt bei 
Reihenanalysen außerordentlich genaue Übereinstimmung. 

Hat man neben Sauerstoff noch brennbare Gase zu bestimmen, so kann 
man entweder nach Bunsen in ein Eudiometer über Quecksilber eine mit 
Pyrogalluslösung getränkte Papierkugel an einem Draht einführen, nach 
1—2mal 24 Stunden herausnehmen und die brennbaren Gase nach Über- 
füllen in ein langes Eudiometer durch Verbrennungsanalysen ermitteln oder 
im Haldaneapparat (Fig. 190) erst den Sauerstoff absorbieren, dann die 
brennbaren Gase im Grisoumeter verbrennen (siehe S. 648ff.). 


2.Absorption mit Phosphor. 


Man schmilzt gelben Phosphor in halbdunklem Raum oder abends 
unter Wasser in einem Wasserbad bei etwa 50° und bringt ihn durch Hoch- 


erforderlichen Lauge hinzu, schüttelt und füllt auf, schüttelt wieder, läßt den Schaum 
sich ansammeln und treibt ihn vor Benutzung der Pipette heraus. Bei fast reinem 
Sauerstoff reichen 155 cm? Lösung zu 5 Analysen von je 100 cm®?. (Analytischer Wir- 
kungswert 1cm? = 2—2!/, cm’ O,.) 

1) W.O. Atwater und F. @. Benedict, A respiration calorimeter. Washington, Carnegie 
Inst., 1905. p. 35. 
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saugen in Glasröhren von etwa 2 mm lichter Weite und Eintauchen in 
kaltes Wasser in Stangenform. Durch leichtes Klopfen an der Röhre fällt 
die erstarrte Masse leicht heraus oder wird durch Draht herausgeschoben. 
Die aus braunem Glas gefertigte Absorptionspipette wird mit diesen Stangen 
in destilliertem Wasser stehend möglichst ausgiebig gefüllt und besonders die 
Stellen, an welchen sich die letzten Spuren Gas bei der Analyse befinden 
(zunächst dem Analysenrohr), mit Phosphor reichlich erfüllt. Bei Tempe- 
raturen über 12—14°C und einem Sauerstoffgehalt bis 50°/, verläuft die 
Absorption in einigen (bis 10) Minuten, unter 14° dauert die Absorption 
sehr lange, unter 10° ist sie nicht mehr ausführbar. Man muß dann Pipetten 
benutzen, die in einem heizbaren Außenmantel mit warmem Wasser (25 bis 
28°) stehen. Frisch gemachte Stangen absorbieren zunächst nicht quanti- 
tativ (01—0'2°/,). Man muß mehrere Male erst Luft durchgetrieben haben. 
Gemische von über 50°/, Sauerstoff müssen zuvor mit Stickstoff ver- 
dünnt werden, da der Phosphor sich sonst entzündet und bei noch höherem 
Prozentgehalt aber überhaupt nicht absorbiert. Die Phosphorabsorption 
wird bei Gegenwart von Spuren anderer 'Stoffe gehindert, wie Ammoniak, 
verschiedene Kohlenwasserstoffe, ätherische Öle, Alkohol und viele andere. 
All das macht die Methode (die Pipette hält vor Licht geschützt sehr 
lange vor!) zu einer nur bedingt brauchbaren und diffizilen. 


Unbrauchbare Stangen sind außen braun. Sie müssen umgeschmolzen 
werden. 


3. Absorption durch Kupferlösung. 


Man füllt die Absorptionspipette mit dünnen Stangen von zusam- 
mengerollten engmaschigen, ganz neuen fettfreien Kupferdrahtnetzen und 
einer Mischung, bestehend aus gleichen Teilen gesättigter Lösung des käuf- 
lichen kohlensauren Ammoniak und einer Lösung von Ammoniak von 0:93 
spezifischem Gewicht. Schützt man diese Lösung vor Berührung mit der 
Außenluft, so absorbiert sie, sobald sie eine intensive blaue Farbe ange- 
nommen hat, den Sauerstoff bis zum 24fachen ihres Volumens, hat also 
viel größere Absorptionsfähigkeit als Pyrogallusäure. Sie ist außerdem von 
der Temperatur unabhängig und sogar bei — 7° noch brauchbar. Bei 
Sauerstoffgemischen über etwa 30°/, ist die Absorption nicht mehr quan- 
titativ. Dagegen gibt dann eine Kombination mit einer Phosphorpipette, 
nachdem das aus der Kupferlösung kommende Gas durch verdünnte H,SO, 
ammoniakfrei gemacht ist, bei hochprozentigen O,-Gemischen sehr gute 
Resultate. A. Durig (l.c.) bekam so bei Verwendung von 200-— 300 cm: 
Abweichungen von weniger als 0'01.cm® Stickstoff. Kohlenoxyd und Ace- 
tylen werden durch die Kupferlösung auch absorbiert! Ferner ist zu 
bedenken, daß man die Ammoniakspannung vor Ablesung des Reststick- 
stoffs durch Waschen des Gases mit Wasser oder sehr verdünnter Schwefel- 
säure stets entfernen muß). 


4 


e 
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4. Absorption durch Natriumtbiosulfat. 


A. Durig!) hat anknüpfend an H. Franzens Mitteilung festgestellt, 
daß die folgende Lösung zur Sauerstoffbestimmung gut verwendbar ist, 
ohne von der Temperatur und der O,-Konzentration des Gasgemisches 
abhängig zu sein: 509 Na,S,0, werden in 250 cm® Wasser gelöst und vor 
Einfüllen in die Pipette mit 309 Natriumhydroxyd in Stangen in 40 cm® 
Wasser gelöst, unter Vermeidung von Luftzutritt in einem kleinen Scheide- 
trichter gemischt. So enthält die Absorptionspipette «ac in Fig. 199 auf 
S. 616 Eisendrahtnetze und eine derartige Natriumthiosulfatlösung, die 
andere Pipette a,c, 10%, KOH für die CO,-Analyse Es empfiehlt sich 
aber, die Thiosulfatpipette durch eine Doppelkugel (mit Wasser und 
Paraffinöl halb gefüllt) gegen die Außenluft abzuschließen. 

Die Füllung hält für 40 Luftanalysen ä 100 cm®. Man soll das Gas- 
semisch 2mal in die Pipette übertreiben. 


Na,8,0,+H,0+0=2NaHS0.. 


5. Absorption mit Chromehlorür. 


Wenn man den Sauerstoff bei Gegenwart von Schwefelwasserstoff 
oder Kohlensäure bestimmen will, so sind alle genannten Methoden nicht 
anwendbar, bei ihnen muß die Kohlensäure absorbiert sein, Schwefelwasser- 
stoff fehlen. Mit Chromchlorür dagegen gelingt die O,-Analyse: Man erzeugt 
die Lösung nach Moissan?) folgendermaßen: Durch Erhitzen von Chromsäure 
mit konzentrierter Salzsäure bereitet man eine grüne chlorfreie Lösung von 
Chromchlorid und reduziert sie mit Zink ünd Salzsäure in einem Kolben von 
der Art einer Spritzflasche, in dem man gleichzeitig den Niederschlag ent- 
fernt: Das längere abwärts gebogene Rohr der Flasche mündet nämlich in eine 
Kugelröhre, die Glaswolle oder Asbest enthält. Zunächst läßt man den Wasser- 
stoff durch diese Röhre entweichen, schließt sie dann und senkt sie bis in 
die Flüssigkeit hinein, so dal) der Wasserstoff nun auch durch das kürzere 
Rohr, das ein Kautschukventil trägt, seinen Weg nehmen muß. Die ent- 
standene Chromchlorürlösung läßt man unter einem Kohlensäurestrom in 
eine gesättigte Natriumacetatlösung einlaufen und wäscht den roten Chromo- 
acetatniederschlag zuerst mit etwas Essigsäure, um etwa ausgeschiedenes 
basisches Zinkacetat zu lösen, dann mit kohlensäurehaltigem Wasser. Das 
Acetat läßt sich in feuchtem Zustand in mit Kohlensäure gefüllten Flaschen 
beliebig lang aufbewahren. 

Zur Absorption des Sauerstoffs wird der Niederschlag unter Luftab- 
schluß mit Salzsäure zersetzt. Es soll ein Überschuß von Chromacetat vor- 
handen sein. 


') A. Durig, Kleine Mitteilungen zur biochemischen Versuchsmethodik. Biochem. 
Zeitschr. Bd. 4. 5.65 (1907). 


?) O.von der Pfordten, Liebigs Annalen. Bd. 228. S. 112. 


nn 
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C. Sauerstoffbestimmung im Wasser. 


1. Zur Bestimmung der im Wasser absorbierten Gase gewinnt man 
diese durch die in beistehender Figur skizzierte Reichardtsche Einrichtung 
(nach Tiemann-Preusse !) modifiziert) (Fig. 206). 

Sie besteht?) aus zwei über Gasbrennern stehenden Einliterkoch- 
flaschen 4 und 5, die mit dem etwa 35 mm weiten, etwa 30 cm langen 
und oben sich verjüngenden Gassammelrohr © verbunden sind. A ist durch 
einen Kautschukstopfen mit kurz unter dem Stopfen endendem, außen recht- 
winklig gebogenem Glasrohr a verschlossen. a führt durch be 8 cm tief in © 
hinein. Zwischen a und 5 sitzt ein Quetschhahn A. In der zweiten Bohrung 
befindet sich in C, kurz über dem Stopfen endend, das dreifach gebogene 
Verbindungsrohr mit B (d). B hat einen zweimal durchbohrten Kautschuk- 


Fig. 206. 


stopfen, in dem das kurz über dem Boden endende Verbindungsrohr mit 
de) und das hart an der unteren Fläche des Stopfens endende Rohr f 
stecken. Man verbindet mit / einen dünnen Kautschukschlauch von zirka 
1m Länge mit gläsernem Mundstück versehen. 

Vorbereitung: Man füllt B bis über die Hälfte mit ausgekochtem 
Wasser und treibt dieses durch Einblasen von Luft in den Schlauch bei / in 
C, ce, b, so daß die Luft bis an den Quetschhahn A vollständig verdrängt 
ist, und schließt A und g. Dann füllt man A bis zum Rande mit destilliertem 
Wasser, prefit den Stopfen ein, so daß auch a gefüllt ist, verbindet mit 
luftfrei und streift den Quetschhahn Ah ab. 

Man erhitzt B zu gelindem, A zu etwas stärkerem Sieden. Die ab- 
sorbierte Luft wird dadurch ausgetrieben; die in dem destillierten Wasser 


!) Tiemann-Preusse, Über die quantitative Bestimmung des im Wasser gelösten 
Sauerstoffs. Chem. Ber. 12. Jg. 1879. S. 1768. 
?) Beschreibung nach Hempel, Gasanalyse. S.8. 
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in A sowie in © gelösten Gase sammeln sich in dem oberen Teil von © 
an. Man entfernt sie von Zeit zu Zeit durch Lüften des Quetschhahnes g 
und Einblasen bei f. Sobald eine Ansammlung von bei gelindem Abkühlen 
beständig bleibenden Gasblasen nicht mehr stattfindet, hört man auf, A zu 
erhitzen, setzt den Quetschhahn A auf, löst die Verbindung mit a und 
entleert A. Das in € sowie in B vorhandene Wasser ist dann vollständig 
frei von gelösten Gasen. Luft von außen kann nicht hinzutreten, da die 
Flüssigkeit in B andauernd im Sieden erhalten wird. In diesem Zustande 
ist der Apparat zur Ausführung eines Versuches bereit. 

Versuch: Man füllt A, dessen Volumen durch Auswägen ermittelt 
ist, mit dem zu untersuchenden Wasser, drückt den Kautschukstopfen 
auf, daß auch a luftfrei gefüllt ist, verbindet luftfrei mit 5 und erhitzt 
A nach Abnehmen von A zu gelindem Sieden. Man treibt dadurch 
die gelösten Gase in ©. Gleichzeitig entwickeln sich Wasserdämpfe. Man 
hat das Erhitzen des Kolbens A nun so zu regulieren, daß durch das ent- 
wickelte Gemisch von Gasen und Dämpfen die Flüssigkeit aus C nie weiter 
als bis etwa zur Hälfte verdrängt wird, da man sonst Gefahr läuft, daß 
Gasbläschen durch d und e in B übertreten ‚und verloren gehen. Nachdem 
man etwa 20 Minuten erhitzt hat, löscht man die unter A befindliche 
Flamme. Die in A und © vorhandenen Wasserdämpfe verdichten sich nach 
einigen Minuten und die Flüssigkeit steigt infolgedessen aus B nach C 
und A zurück. Man beobachtet, ob dabei in A eine Gasblase beständig 
zurückbleibt. Ist dies der Fall, so erhitzt man A so oft, bis die zurück- 
steigende heiße Flüssigkeit A vollständig erfüllt. Man treibt endlich das über 
der heißen Flüssigkeit in C stehende Gas durch Einblasen in den Schlauch 
in ein Eudiometer oder ein Gassammelrohr irgend eines Analysenapparates. 


2. O,-Analyse mit Auskochen, kombiniert im. „Tenax“-Apparat von 
F. C. G. Müller !). 


Der Hauptbestandteil des Apparates ist die nebenstehend (Fig. 207) 
in 1/,, nat. Gr. wiedergegebene Tenaxbürette. Dieselbe besteht aus einem 
10 mm weiten, im mittleren Teil U-förmig gebogenen Sperrohr ABCD, 
das sich oben zu dem Eingußtrichter A erweitert, unten bis auf 4 mm ver- 
jüngt und bei © kugelförmig aufgeblasen ist. Am Scheitel der Biegung 
bei B ist das 4cm3 fassende, in !/,, cm® geteilte Meßrohr E angesetzt, 
welches oben durch einen gut eingeschliffenen Glasstopfen 7 geschlossen 
wird. Dieser Stopfen dient zugleich als Hahn und gestattet durch Um- 
drehen, das Innere der Bürette mit dem kapillaren Ansatzröhrchen P in 
Verbindung zu setzen. Es ist von dem Kühlraum @ umschlossen; ebenso 
steckt der untere Teil des Sperrohrs in einem Kühler 7, dem das Kühl- 
wasser durch das Trichterrohr / unten zugeführt wird, um oben durch ein 
gebogenes Glasrohr und einen Schlauch abzufließen. An der abwärts ge- 


!) Friedrich €. G. Müller, Der Apparat „Tenax“ zur Bestimmung der Wassergase. 
Bericht d. biolog. Station Plön. X. Jg. 1903. S. 177 (Verlag Stuttgart, Erwin Nägele). 
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richteten Biegung der Bürette ist der Ablaßhahn Z angesetzt. Das Ganze 
wird in senkrechter Stellung in ein Stativ gespannt. 

Die zu untersuchende Wasserprobe befindet sich (gasfrei eingefüllt) 
unter einem durchbohrten Kautschukstopfen in einem Kölbehen N von 
100 cm® Fassung. Nach Entfernung des in der Bohrung des Kölbchens stecken- 
den Verschlußstäbchens schiebt man Stopfen nebst Fläschchen von unten auf 
das verjüngte Ende des Sperrohrs, wie Fig. 207 es zeigt. Nunmehr gießt man 
bei A Erdöl ein, bis dasselbe nach Ausfüllung des unteren Rohrendes in 
das Meßrohr steigt. Man fährt nach Öffnung des Stöpsels F so lange mit 
dem Eingießen fort, bis das Öl dicht an die Kapillare des Ansatzes D 
reicht, worauf man den Stöpsel in Verschlußstellung mit der Vorsicht wieder 
einsetzt, daß kein Luftbläschen unter dem- 
selben abgefangen wird. Jetzt kann, nach- 
dem noch der Kühler H und Becher @ 
mit Kühlwasser gefüllt, das Auskochen der 
Gase beginnen: Man bringt mit großer 
Flamme den Inhalt schnell bis zum Sieden 
und kocht dann mit ganz klein gemachter 
Flamme 10 Minuten lang aus. Schon 
während des Erhitzens und beim Beginn 
des Kochens ist die Hauptmenge der Gase 
in Form größerer Blasen in das Meßrohr & 
emporgestiegen, wobei die verdrängte 
Sperrflüssigkeit nach A hinübertritt. Beim 
Auskochen muß sich oben im Kölbehen N 
und im unteren Teile des Rohres CD ein 
wasserleerer Dampfraum bilden; doch soll 
man darauf achten, dal die Trennungs- 
fläche von Öl und Wasser nicht über die 
Erweiterung C hinaufsteigt. So oft dies 
eintritt, entfernt man die Flamme auf 
einige Sekunden, worauf das Wasser, den 
Dampfraum ausfüllend, wieder aus dem Fig. 207. 

Rohr zurückschnellt. Im Verlauf und nach 
Beendigung des Auskochens wird eine Portion kaltes Wasser durch den 
Kühler H gegossen. 

In soleher Weise ist der ganze Gasgehalt der Probe ausgetrieben 
und im Meßrohr gesammelt. Um das Gasvolumen abzulesen, muß zunächst 
aus dem Hahn L so viel Öl abgelassen werden, daß das Öl im offenen 
Schenkel ebenso hoch steht wie im Meßrohr. Dann muß man mindestens 
5 Minuten warten, damit die an der Wandung des Meßrohrs hängende 
Flüssigkeit herabläuft. Außerdem muß die Kuppe der Trennungsfläche 
klar werden. Es bilden sich nämlich in dem dickflüssigen Öl Blasen, 
welche nur langsam verschwinden. Wenn man’s eilig hat, kann man in 
folgender Weise nachhelfen: Man schließt die Eingußöffnung A, wie in 


a 
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Fig. 207 gezeichnet, mit dem mit Hahn M und- Schlauch O versehenen 
Kautschukstopfen. Saugt man dann in schnellen Absätzen an dem Schlauch, 
wodurch die Kuppe im Meßrohr ein wenig heruntergeht, um wieder zurück- 
zuschnellen, so wird schon nach 5 Minuten wenigstens der Scheitel der 
Kuppe sichtbar sein. Nun liest man den Stand der Kuppe ab, gleichzeitig 
die Temperatur an dem kleinen, in den Becher A gebrachten Thermometer. 
Dazu wird der Barometerstand notiert. Damit sind die Daten für das 
(sesamtvolumen gegeben. 

Nun folgt die Bestimmung des Sauerstoffs durch Absorption in einer 
Gaspipette K von der aus der Fig. 207 ersichtlichen Form und Größe. Sie 
ist bis zum Knie ihrer Kapillare mit einer Lösung gefüllt, welche aus 
1 Volumen 10°/,igem Salmiakgeist, 1 Volumen gesättigter Lösung von 
anderthalb-kohlensaurem Ammon und 2 Volumen Wasser besteht.!) Außer- 
dem enthält die Kugel Spiralen von Kupferdraht, welche die eigentlichen 
Vermittler der Sauerstoffabsorption sind (siehe 8.627). Die Pipette ist 
mittelst eines Stückes dickwandiger Kautschukkapillare mit dem Ansatz P 
des Meßrohres verbunden und bleibt bei einer Reihe aufeinanderfolgender 
Analysen daran sitzen. Nach 10 Bestimmungen muß die Flüssigkeit er- 
neuert werden. Die an sich farblose Lösung wird durch Sauerstoffaufnahme 
blau. Die Kupferspiralen reichen zwar für Hunderte von Bestimmungen, werden 
aber schließlich aufgezehrt. Man hält deshalb einige Reservepipetten vorrätig. 

Es ist nun ohne weiteres einleuchtend, wie man nach Aufdrehung des 
Hahnes Z' das Gas durch Einblasen bei O aus dem Meßrohr in die Pipette 
hinuntertreiben und umgekehrt durch Saugen wieder zurückziehen kann. 
Man beachtet dabei, daß weder Öl nach der Pipette, noch Absorptions- 
flüssigkeit in das Meßrohr gelangt, was übrigens nicht das Resultat, son- 
dern nur die Sauberkeit beeinträchtigen würde. Man treibt also das Gas 
in die Pipette, zieht es nach 2 Minuten zurück, um es sofort nochmals auf 
5 Minuten hinüberzutreiben. Jetzt ist der ganze Sauerstoff völlig absorbiert und 
nach 5 Minuten Wartens kann das Volumen des Stiekstoffs abgelesen werden. 

Schließen sich mehrere Bestimmungen an, sei es sofort oder nach 
Stunden und Tagen, so bleibt das Öl im Apparat und das Kölbchen an 
seinem Ort. Nach Schließen der Hähne läßt sich das Kölbchen abziehen, 
ohne daß Öl ausfließt, und ein anderes mit einer neuen Probe aufstecken., 
worauf dann die Arbeit weiter geht, wie vorhin beschrieben. 

Wenn das Meßrohr nach einer Bestimmung sehr verschmiert er- 
scheint, wird es mit einem Röllchen Fließpapier ausgewischt, nachdem 
durch Saugen an O und Schließen von M das Öl heruntergebracht. Falls 
die Bestimmungen sofort aufeinander folgen, läßt man nach dem Aus- 
kochen das Kölbehen in kaltes Wasser tauchen, damit es bei Beginn der 
neuen Operation abgekühlt ist. Auch aus dem Kühler E wird das Wasser, 
falls es sich erheblich über die Temperatur der Umgebung erwärmte, mittelst 
eines Schlauches abgehebert und durch kaltes ersetzt. 


') 1 Vol. Solutio cone. amm. sesquicarb. 1 Vol. Liquor Amm. caust. 10°/,. 2 Vol. 
aqua dest. 


Biologische Gasanalyse. 635 


In der geschilderten Weise läßt sich jede Analyse, wenn man Eile 
hat, binnen einer halben Stunde durchführen, wobei man aber nur 15 Minuten 
am Apparat beschäftigt ist. Aus dem Gresagten geht hervor, wie einfach 
und leicht verständlich Apparat und Methode. Natürlich verlangt auch der 
„Tenax“ Einübung. Erst bei dauernder Benutzung wird man mit allen seinen 
Eigenarten vertraut, 

Was die Genauigkeit der Ablesung betrifft, so sind die O'l1 em ent- 
sprechenden Teilstriche des Meßrohres weit genug auseinander, um mit 
Sicherheit 0'01 abschätzen zu können, wobei dank der auf der Rückseite 
angebrachten korrespondierenden Teilung die normale Lage der Visierlinie 
gesichert ist. Es bleibt noch die Korrektion wegen der Kuppelwölbung, 
von welcher übrigens die Sauerstoffzahl, als Differenz zweier Ablesungen, 
gar nicht berührt wird. Man kann nun selber, sowohl die Größe dieser 
Korrektion als die Richtigkeit der Teilung mit Hilfe eines kleinen ge- 
prüften Meßzylinders von der Weite des Meßrohres feststellen. Man setzt 
den Apparat ohne die Pipette Ä zusammen und füllt ihn ganz mit Öl, so 
daß dies beim Einsetzen des Stopfens in die Eingußöffnung bis in den 
Hahn M steigt, den man dann schließt. Nun dreht man F' auf, läßt aus Z 
kleine Portionen Öl in den Meßzylinder fließen und vergleicht nach genü- 
gendem Abwarten die Ablesungen. Nebenbei bemerkt, darf kein Tropfen 
an ZL hängen bleiben; man muß abbrechen in dem Moment, wo sich ein 
Tropfen loslöste. Auch tut man, um von dem Meniskus im Zylinder un- 
abhängig zu sein, vorab so viel Öl hinein, daß die Kuppe genau auf 
1'00 einsteht. Läßt man nun aus dem Apparat so viel Öl in den Zylinder, 
dab es z.B. bei 255 steht und man liest oben am Meßrohr 263 ab, so 
beträgt die Korrektion —0'08. Dies ist der Betrag, der bei einer größeren 
Anzahl von der Firma Alt, Eberhardt & Jäger in Ilmenau, Thüringen, be- 
zogenen Tenaxbüretten übereinstimmend in Abzug gebracht werden mußte. 

Mehrere Autoren haben mit dem Tenaxapparat niedrigere Zahlen 
als mit der gleich zu beschreibenden Winklerschen Methode gefunden, 
welch letztere mit den berechneten (physikalisch absorbierten Gasmengen) 
gut übereinstimmen. 

Es ist nicht ganz sicher, worauf diese Abweichung beruht. Möglicher- 
weise absorbieren verschiedene Sorten Paraffinöl verschieden große Mengen 
von Gasen. Man wird in blinden Versuchen das Öl möglichst mit Luft 
zu sättigen versuchen. Außerdem muß aber jedenfalls bei der Analyse das 
Öl gut gekühlt werden, da, wenn es heißer wird, eine langsame aber ständige 
Gasentwicklung hauptsächlich von Stickstoff stattfindet.) Endlich ist es 
nicht unwahrscheinlich, daß im Paraffinum liquidum leicht oxydable, den 
Sauerstoff verbrauchende Substanzen oft enthalten sind. So findet man 
Schwefelverbindungen und bei längerem Stehen Schwefelwasserstoff. !) 


') W. Cronheim, Beiträge zur O,-Bestimmung im Wasser. Zeitschr. f. angewandte 
Chem. Bd. 20. S. 1939 (1907). — Korschun, Sauerstoffbestimmung im Wasser. Arch. f. 
Hygiene. Bd. 61. S. 4 (1907). 
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3. Die Winklersche Methode.!) 

Versetzt man ein Wasser, das freien Sauerstoff gelöst enthält, mit 
Natriumhydroxyd und Manganochlorid, so tritt folgende Umsetzung ein: 
2MnÜl, +4Na0OH = 4NaCl + 2Mn(OH).. 

Das Oxydulhydrat fällt als voluminöser Niederschlag zu Boden und 
wird bei Gegenwart von Alkali in Oxydhydrat übergeführt: 

2Mn (OH), +0 + H,O = 2Mn(OH),- 

Setzt man zu dem Gemisch Salzsäure hinzu, so entsteht unter 
Lösung des Niederschlags das wenig beständige Manganchlorid, das in 
Manganchlorür und freies Chlor zerfällt: 

2Mn(OH), + 6 HCl = 2MnCl, + 6H,0 
2 MnC]l, = 2MnCk + Ch. 

Ist in der Lösung Jodkalium vorhanden, so macht das Chlor eine 
äquivalente Menge Jod frei, das sich in überschüssigem Jodkalium löst 
und durch Titration mit Natriumthiosulfat bestimmt wird: 

C,+2KJ=2KU+ J, 

Es entsprechen 2 Atome Jod einem Atom Sauerstoff oder 1264 

Jod = 34 Sauerstoff, 1 cm? 5. Thiosulfat zeigt also 0:08 mg Sauerstoff = 


1.0.9, ° 
00558 cm3 bei 0% und 760 mm an. 


Erforderliche Lösungen. 


1. 100g chemisch reines, nitritfreies NaOH werden in 200g destil- 
liertem Wasser gelöst und nach dem Erkalten 309 Jodkalium zugesetzt. 
Die Lösung wird in einer braunen Flasche mit gut schließendem einge- 
fetteten Glasstopfen aufbewahrt. Sie darf angesäuert nur wenig Kohlen- 
säure entwickeln. 

2. Man löst 409 reines, kristallisiertes Manganchlorür Mn Cls + 4Hs0 
in destilliertem Wasser ad 100. Die Lösung muß eisenfrei sein und aus 
einer angesäuerten Jodkaliumlösung nur Spuren von Jod ausscheiden. 

3. 70-Natriumthiosulfatlösung, aus der kurz vor dem Gebrauch 
100 hergestellt wird, die sich schlecht hält. Die konzentriertere Lösung 
ist in braunen mit Glasstöpsel verschlossenen Flaschen gut haltbar. 

4. Konzentrierte chlor- und eisenfreie reine Salzsäure von 38%,, 
sp. Gew. 1:19. | 


Ausführung der Bestimmung. 


Am Ort der Entnahme füllt man braune, diekwandige Glasflaschen 
von etwa 250cm® Inhalt mit gut eingeschliffenen konischen Glastopfen; 


1) L. W. Winkler, Chem. Ber. Bd. 21. S. 2843 (1888) und Bd. 22. S. 1764 (1889). 
— W.Cronheim, Beiträge zur Sauerstoffbestimmung im Wasser. Zeitschr. f. angewandte 
Chemie. Bd. 20. S. 1939 (1907). — H. Winterstein, Die im Dunkel gehaltenen Seewasser 
auftretenden Veränderungen des Sauerstoffgehalts. Biochem. Zeitschr. Bd.19. S.425(1909). 
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der Inhalt der Flaschen ist durch Auswägen bestimmt. In die bis zum 
Rand gefüllten Flaschen läßt man aus langen Pipetten je 3 cm® der Lösung 
1 und 2 einfließen und verschließt die Flasche unter Vermeidung des 
Eintrittes von Luftblasen. Darauf schüttelt man gut um und kann die 
Proben so beliebig lange stehen lassen. (Es war früher empfohlen, nur 
je lem® zu nehmen, hat es sich aber gezeigt, daß. die Mengen bei Gegen- 
wart von Karbonat erhöht werden müssen, da Manzankarbonat sich nicht 
umsetzt.) 

Nach mindestens 2stündigem Stehen, wenn sich der Niederschlag 
abgesetzt hat, läßt man 5cm® Salzsäure (Lösung 4) einfließen und löst so 
den Niederschlag, spült das Gemisch quantitativ in einen Erlenmeverkolben 
und titriert sofort (vgl. fole. Seite, Tabelle) unter Zusatz von Stärkelösung 
als Indikator mit Lösung 3. (Die Stärkelösung bereitet man durch Lösen 
einer kleinen Menge wasserlöslicher Stärke in kaltem Wasser.) 

Berechnung: Ist der Inhalt der Flasche = V, sind 6 cm? Reagenzien 
und nem —50-Thiosulfat verbraucht, so ist der in einem Liter Wasser 
enthaltene Sauerstoff: 


0.055825.n. 1000 
V—6 
Hat man sich den konstanten Faktor 
0.0558. 1000 
V—6 
für jede Flasche berechnet, so braucht man nur noch mit n zu multiplizieren. 


Bestimmung in verunreinigten Wässern. 


In Abwässern wird ein Teil des wirksamen Chlors durch die Verun- 
reinigungen absorbiert. Ebenso kann wohl ein Teil des abgeschiedenen Jods, 
wenn man nach dem Ansäuern wartet, durch organische Substanzen 
verbraucht werden. So findet man schon nach 1 Minute Stehen bei 
Leitungswasser, das einige Zeit gestanden hatte, einen deutlichen Ver- 
lust an Jod. 


Um die absorbierte Chlormenge zu bestimmen, setzt man in einem 
großen Kolben zu 1cm® der zweiten Lösung Icm® Natronlauge und etwa 
10cm® destilliertes Wasser, schüttelt um und fügt 10cm® rauchende Salz- 
säure und etwa 500 cm? destilliertes Wasser hinzu. 


Von dieser frischen Manganchloridlösung versetzt man je 100 cm? 
mit der gleichen Menge destillierten und des zu untersuchenden Wassers, 
fügt nach 3 Minuten zu beiden Proben 19 Jodkalium in Substanz hinzu 
und titriert mit ;;,-Thiosulfat. Die Differenz bei der Titration ergibt die 
für 100cm® notwendige Korrektur, die der gefundenen Sanerstoffimenge 
zugezählt werden mul). 
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4A. Organische Substanz. 


Beispiel (W. Cronheim): 


| Zeitdauer vom Ausäuern bis Verbrauchte Kubikzentimeter 1005 Thiosulfate | 
zum Beginn der Titration 3 
Minuten Probe 1 | Probe 2 Probe 3 Probe 4 
Sofort — 6:17 351 SB, 
1 | — — | 341 875 
2 “ — 0 ah 815 
3 A a a a 2 7:82 
4 — _ 2:81 ez&, 
B) 2:96 — — — 
7, en 5:26 = al 
75 1:78 — — —_ 
120 Ei — _ — 
180 0:74 _ | I: — 
Auf ne Ge dlis, 7:26 14-50 74 686 
90 KMn0, J 


B. Salpetrige Säure. 


Sie macht bekanntlich Jod aus Jodkalium frei, das dann ebenfalls 
Thiosulfat verbraucht. Außerdem aber wirkt das bei der Titration entstandene 
Stickoxyd Sauerstoff verbrauchend, es entsteht wiederum salpetrige Säure, 
die von neuem auf Jodkalium einwirkt usw. Man muß daher die Nitrite 
entfernen: In das Wasser bringt man 1cm? 10°/,ige Harnstotflösung und 
1cm> 25°/,ige Schwefelsäure, vermischt und läßt in verschlossener Flasche 
3—4 Stunden stehen. Dann sind die Nitrite zerstört und man kann die 
Winklersche Bestimmung vornehmen: 


2HNO; + CO (NH;) = 4N + CO; + 3H30. 


C. In Seewasser bekommt man bei Anwendung der oben genannten 
konzentrierten Lösungen einen sehr dicken und schweren Niederschlag, der 
sich selbst bei kräftigem Umschwenken der Flasche so rasch zu Boden 
senkt, daß der Sauerstoff nur unvollständig absorbiert wird. Es bleiben 
die unteren, den Boden deckenden Schichten ganz weiß, nur die oberen 
sind braun gefärbt. Man muß hier schwächere Lösungen anwenden und 
sie gründlich umschütteln, sonst findet auch dann noch ungenügende Ab- 
sorption des Sauerstoffs statt. 


Genauigkeit der Methode. 


_ 


1. 27 Doppelanalysen hatten als größte Differenz 0'039 cm3 O, 
pro Liter = einem mittleren Fehler von weniger als 0'002 Volumprozent. 
(Winterstein.) 
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) | | ä 
=! | Tenaxapparat | Winkler | ee boeich | 
Fe — sur net. " ze _ . | 
0:54, 0°53 071 
0.50 | 063 0.60 
| 0-48 | 0:59 gr 
0:49 071 070 
052 0:70 072 | 
046 | 0:51 2 | 
0:54 071 071 | 
0-50 | 0:63 071 


| 

Man sieht in dieser von Cronheim stammenden Tabelle, daß, wie auf 
S. 632 schon erwähnt, die Zahlen nach Winkler immer höher sind als im 
Tenaxapparat, und dab die }Hänklerschen Zahlen mit den nach den Ab- 
sorptionskoeffizienten berechneten sehr gutübereinstimmen. Die Winklersche 
Methode ist also genauer als die Tenaxmethode, außerdem aber auch viel 
sauberer und für größere Probemengen viel leichter zu handhaben, nur muß 
man die oben angedeuteten Vorsichtsmaßregeln unter Umständen beachten. 


Stickstoffbestimmung. 


Bei der Absorptionsanalyse bleibt der Stickstoff (mit Argon gemischt) 
als Rest des Gasgemisches übrig, ebenso nach Verbrennung brennbarer 
Gase. Im Stickstoffwert häuft sich der Fehler der vorangegangenen Ana- 
Iysen an. Er wird um so ungenauer, je komplizierter das Gemisch zusammen- 
gesetzt war. 

Will man die Gase der Argongruppe vom Stickstoff trennen, so verbrennt 
man den Stickstoff mit Sauerstoff gemischt durch starke elektrische Funken 
oder absorbiert ihn in glühendem Magnesium, Lithium oder Baryumkarbid. 
Versuche von Hempel!) haben ergeben, daß das beste Absorptionsmittel 
ein Gemisch von 1 Gewichtsteil fein gepulvertem metallischen Magnesium, 
5 Gewichtsteilen grob gepulvertem, frisch geßranntem Kalk und 0'25 Gewichts- 
teilen metallischem Natrium ist. Das Magnesium wird mit dem Kalk innig 
gemischt, das spiegelblanke Natrium in einer Anzahl Stücken von etwa 
lmm Größe kurz vor dem Gebrauch in der Masse verteilt (zulässiger Ab- 
sorptionswert: 8:15 em?). 

Die Stickstoffbestimmung in organischen Körpern ist an einer anderen 
Stelle dieses Handbuchs (Bd. I, 1, S.316) behandelt. 


Kohlenoxydbestimmung. 
I. Kleine Mengen Kohlenoxyd in großen Mengen Luft. 


A. Absorptionsanalyse, a) mit Blut. 


Handelt es sich darum, einen geringen Kohlenoxydgehalt etwa in einem 
bewohnten Raum qualitativ nachzuweisen, so bringt man in den Raum eine 


1) Hempel, Gasanalyse. S. 150. 


a 


638 Franz Müller. 


Maus und untersucht, ob das Tier bei längerem Aufenthalt darin am Leben 
bleibt, sowie wenn das Tier mehrere Stunden lang am Leben geblieben ist, 
ob das Herzblut Kohlenoxydhämoglobin enthält. Das Oxyhämoglobin (0, Hb) 
verbindet sich bekanntlich mit CO zu Kohlenoxydhämoglobin (COHb), einer 
Verbindung, in der das Gas erheblich fester als im Sauerstoffhämoglobin 
gebunden ist. Die Avidität der Gasaufnahme ist 150mal so groß wie bei 
Sauerstoff. 

Bei kleinen GCO-Mengen in der eingeatmeten Luft (etwa !/,, 000 —Yıo00) 
gilt das von Grehant zuerst für den Hund aufgestellte Gesetz, daß bei 
gleich langer und genügend langer Dauer der Einatmung (für Meerschwein- 
chen 1!/, Stunden) die vom Blut absorbierten CO-Mengen sich wie die 


geatmeten Konzentrationen verhalten: 
So fand Nöclouwx!) bei 


CO in der Ein- | Absorbierte Mengen | 


Nr. O in 100 cm? Blut \ 
3 atmungsluft EIEn ie | bezogen auf Nr.1 | 
| 
1/ 72 

1 10000 07: 1 | 

>) 1 -AF > 
- 5000 1:45 | = | 
1 9-7 1 P I 

b) == 27 ca. 4 

1/ ml f 

4 10:0 0 | 10 


Man kann also Meerschweinchen sehr gut benutzen, um die Verun- 
reinigung der Luft auch quantitativ durch die Blutgasanalyse festzustellen 
(siehe S. 673). 

COHb besitzt wie O,Hb ein zweistreifiges Spektrum mit dem 
Maximum der Absorption bei den Wellenlängen = 570 und 542 vu im 
sichtbaren und %=416uu. im ultravioletten Teil. Die zwei sichtbaren 
Streifen liegen enger beieinander als bei O, Hb, der Streifen um 570 beginnt 
etwas mehr nach dem Violett hin, so daß er bei Verdünnung von 1 Blut 
auf 100 die D-Linie nicht wie bei O,Hb berührt. Außerdem ist die Gegend 
im Ultraviolett im ganzen heller als bei O, Hb. CO Hb liefert mit reduzierenden 
Agenzien, wie Schwefelammonium oder Stokes-Reagens, kein Hämoglobin mit 
dem charakteristisch einbandigen Spektrum um = 559 un, sondern bleibt un- 
verändert. Doch tritt dieser Unterschied erst hervor, wenn 10°/, des Ge- 
samtfarbstoffs in COHb verwandelt sind. Darauf gründet sich eine aller- 
dings wenig genaue Methode des quantitativen Nachweises: Man bestimmt, 
wie große Mengen eines normalen Blutes von gleicher Verdünnung, wie das 
zu prüfende, notwendig sind, um durch Schwefelammon die Umwandlung 
des zweistreifigen in das einstreifige Spektrum zu bewirken. 

(senauer wird die Blutabsorption, wenn man die kohlenoxydhaltige Luft 
zunächst sauerstofffrei macht, etwa durch eine (billige!) Lösung von Eisen- 
oxydul in Ammoniak, die, um eine recht große Oberfläche zu gewinnen, 
sieh in Flaschen mit vielen Eisendrahtnetzen befindet. 


!) M. Niclouwx, Passage d’oxyde de carbone de la mere au foetus. ©. R. de l’Acad. 
p. 132. 1. Juli 1901. 
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Ist Sauerstoff neben CO zugegen, so hängt das Verhältnis, nach dem 
CO von Hb gebunden wird, von den Massen der beiden Gase ab. Fällt 
die Konkurrenz mit dem Sauerstoff fort, so bindet Hämoglobin aus einem 
Gemisch von 0'16%, CO mit indifferenten Gasen ebensoviel CO wie es 
0, bei 21°/, Gehalt bindet. Das Hb ist dann zu 95°/, mit CO gesättigt. 
Dagegen sättigt es sich bei 0°16°/, CO mit Luft gemischt nur zu etwa 
50°/, mit CO.?) 

Einen bequemen Apparat zur Sauerstoffentfernung zeigt Fig. 208. :) 


7 


Fig. 208. 


Zwei je etwa 5/2 fassende Flaschen A und B stehen unten, durch 
Schlauch s (mit Quetschhahn), oben durch eine gegabelte Leitung (mit 
verschiedenen Schlauchklemmen) in Verbindung. Der Luftstrom kann durch 
mit Wasser gefüllte Waschflaschen W und W, oder eine verdünnte Blutlösung 
(Hb) geleitet werden, die sich in einem sogenannten Wolf’schen Absorptions- 
gefäß c befindet. 


&) J. Haldane, The action of carbon monoxide on man. Journ. of Physiol. Vol. 18. 


pag. 430. 
?) 5. Kostin, Nachweis minimaler Mengen Kohlenoxyd. Pflügers Archiv. Bd. 83. 


8.572 (1901). 
Abderhalden, ‚landbuch der biochemischen Arbeitsmewssın, TIT. 41 
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Man macht 37 gesättigter Lösung von Ferrum sulphuricum oxydulatum 
erudum in Wasser, filtriert und setzt erst in der Zehnliterflasche 1 starken 
Ammoniaks hinzu, verteilt die Lösung, die noch teilweise ungelöstes hellgrünes 
Eisenoxydulhydrat enthält, in A und B auf den darin befindlichen zahlreichen 
Eisendrahtnetzen. Dann läßt man zunächst durch langsames Hin- und Her- 
leiten der zu prüfenden Luft, die bei a eingesaugt wurde, zwischen 
AsB und Bs_A den Sauerstoff absorbieren, leitet den Gasstrom dann in 
der Richtung der Pfeile und entsprechend bei Hochstand von B in anderer 
Richtung im Laufe von mehreren Stunden langsam mehrfach durch €, wobei 
die Ammoniakdämpfe in W oder W, durch Oxalsäure entfernt werden, und 
bestimmt den Kohlenoxydgehalt des (100fach verdünnten) Blutes kolori- 
metrisch oder gasanalytisch (siehe Blutgasanalyse). (42 Eisenlösung ab- 
sorbieren 80-100 Z Luft, d. h. genügen zu 20—25 Versuchen.) Der Sauer- 
stoff ist nach etwa 2 Stunden Hin- und Herleiten bis auf Spuren absor- 
biert. Um die Absorption zu begünstigen, stellt man C in Eis. So gelingt 
es, Kohlenoxyd noch in Verdünnungen von 1:40- bis 60.000 nachzuweisen. 

Die genaueste kolorimetrische Blutprobe ist die Kunkelsche Tanninprobe: 

Zu je 5 cm der gleichen (100—200fach verdünnten) teils kohlen- 
oxydhaltigen, teils CO-freien Blutlösung wird in 2 gleichweiten Reagenz- 
gläsern 2°/,ige Tanninlösung bis zur Totalfällung hinzugesetzt. 

Nach einer Stunde oder länger tritt der Farbenunterschied zwischen 
beiden Proben (graubraun und hellrosa) auf. Man vergleicht die Rosafärbung 
mit einer Skala aus Proben, die aus je 5 cm3 CO-gesättigter Blutlösung 
mit 10, 20, 25, 30, 50 cm3 normaler, ebenso verdünnter Blutlösung und 
Tannin hergestellt sind. 

Beispiel: 1 cm® reines CO in 40 2 Luft (1:40.000) gibt bei guter 
O,-Absorption im Apparat (2 Stunden) deutliche Tanninreaktion. 

b) Mit Jodsäure!): Kohlenoxyd wird bei 150° durch Jodsäure zersetzt 
zu Kohlensäure und freiem Jod, 5CO + 2HJO, =H,0 +5C0, + J,. Es 
liefern 70 C0—127 Jod. Das Volumen, CO bei 0° und 760 mm ist gleich 
dem Gewicht (mg) dividiert durch 1'254. Wasserstoff und Methan geben 
die Reaktion nicht. 

Man saugt 1—2/ der Mischung (1/0900 —"/s0000) langsam (10cm3 höch- 
stens pro Minute) durch ein U-Rohr, gefüllt mit Kalistückchen, dann durch 
ein zweites mit Schwefelsäurebimsstein. So von CO,, H, S, SO,, H,O befreit, 
kommt das Gas in ein oben zugeschmolzenes U-Rohr, in dem sich 30 bis 
40g trockener Jodsäure befinden. Dies Rohr steht in einem Ölbad bei 150°. 
Die jodhaltigen Dämpfe werden in einem Wällschen Kaliapparat absorbiert 
durch Natronlauge (5 cm? vom spez. Gew. 12 + 5em® Ag. dest.). Hieran 
schließt sich die ansaugende Mariottesche Flasche oder ähnliches. 


2) 3m. Niclouzr, Dosage chimique de petites quantites d’oxyde de earbone dans 
V’air. Ann. Chimie et Physique. 7serie. T. 14. p. 565 (1898); Archives de Physiologie. 
5 serie T. 10. p. 382 (1898). 
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Das Jod wird kolorimetrisch bestimmt: Die jodhaltige Lauge wird in 
einen schmalen 100 cm®-Zylinder quantitativ übergespült (40—50cm®), mit 
H,SO, deutlich angesäuert, 5cm® Chloroform und wenige Zentigramme 
Salpeter zugesetzt und kräftig geschüttelt. 

Zur Farbvergleichung der Chloroformjodlösung bringt man in einen 
zweiten gleichen Metzylinder 45cm® Wasser, Dem? Natronlauge, Schwe- 
felsäure, 5em® Chloroform, einige Zentigramm Salpeter und eine bestimmte 
Menge einer Jodkaliumlösung, von der 1cm® = 00001 KJ, so lange, bis 
die Färbung beiderseits gleich ist. 

Ist die Konzentration sofort zu hoch, so verdünnt man durch reines 


Chloroform. 
| Bei der genannten Jodkaliumlösung wird das Volumen 
97 rz e 
| a e : 2 ode 


——— Re = 
127 + 39 127 1'254 2:97 
t/, der gefundenen Jodkalimenge. 

Zur Sicherheit soll man vor Beginn der Absorption, um Spuren Jod 


_ zu entfernen, reine Luft einige Zeit hindurchsaugen. 


Beispiel: 
ee — _— m m nn 
sang 1.00 in | Verwendete Menge CO Jodmenge mg 
| mg theoretisch berechnet gefunden 

— 
1.000 1:01 1:81 | 1:77 | 

5.000 0123 0223 0'230 | 

| 7.500 016 0290 0'298 

| 10.000 | 0'122 0:221 0214 

20.000 | 0.060 | 0'109 | 0114 
50.000 0.0675 1123 0:129 
f Der größte relative Fehler beträgt 10°/, oder absolut > 0'005 em? CO. 
B. Verbrennungsanalyse. 

1 Neuerdings haben N. Zuntz und J. Plesch!) einen Apparat zur Be- 
j stimmung kleiner CO-Mengen angegeben, in dem das CO mit glühender 
_  Platinspirale verbrannt wird und der nach genügender Einübung sehr gut 
_ funktionieren soll. Sie beschreiben die Methode folgendermaßen: 
| Die Verbrennung des Kohlenoxyds geschieht in einer Flasche V von etwa 
30 cm® Inhalt (Fig. 209).2) Sie besteht aus zwei durch einen guten Schliff 
i 
m 


miteinander verbundenen Teilen. In den unteren, in dem sich Kalilauge 
beim Versuch befindet, ist die Platinspirale, bestehend aus 0'1—0'2 mm 
starkem Draht. eingeschmolzen (Zuleitungsdraht 0'8—1'0 mm stark). Der 


2) N. Zuntz und J. Plesch, Methode der Bestimmung der zirkulierenden Blut- 
menge. Biochem. Zeitschr. Bd. 11. S.47 (1908). — J. Plesch, Hämodynamische Studien. 
Zeitschr. f. exper. Pathol. u. Ther. Bd.6. S.469 (1909) und bei Hirschwald, 1909. 
bi ?) Glasapparate von der Firma Bleckmann & Burger, Berlin N., Auguststr. 3a. 
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Widerstand, d.h. die Länge der dünnen Glühspirale, ist so zu bemessen, 
daß an den von der Kalilauge benetzten unteren Enden des dicken Drahtes 
keine Elektrolyse (Gasbläschen) auftritt. Der obere Teil von V geht in eine 
Kapillare über, deren Ende seitlich abgebogen etwa 1 cm tief in V hinein- 
ragt. Die Kapillare trägt einen Dreiweghahn D, durch welchen sie ab- 
wechselnd mit den ebenfalls kapillaren Röhren a und 5 in Verbindung ge- 
setzt werden kann. Zum Versuch bringt man in den unteren Teil von V 
1-—2 cm 2°/,ige Kalilauge, fügt die nur im peripheren Teil der Schliffflächen 
schwach gefetteten Teile aneinander, sichert die Verbindung mit Hilfe von 
(Gummiringen, die an 
den Glashaken der 
beiden Stücke von V/ 
befestigt werden, und 
evakuiert V von a aus 
durch die Wasserstrahl- 
pumpe. Hierauf wird a 
mit dem Rohr P, in 
dem sich die CO-haltige 
Probe befindet, verbun- 
den, man öffnet den 
Quetschhahn 7 und den 
Dreiweehahn D. Dann 
schließt man Z und 
läßt durch Öffnen von 2 
einen Teil des Gases 
in die mit mit Schwefel- 
säure benetzten Glas- 
perlen gefüllte Kugel 
treten. Nach Verschluß 
von 2 wird durch Öffnen 
von 7 das Gas in V gesaugt. So fährt man fort, bis 
annähernder Spannungsausgleich in P und V erzielt ist. 
Jetzt erst stellt man zeitweise freie Kommunikation her, 
damit die Spannung sich vollkommen ausgleiche, und 
läßt endlich, durch vorsichtiges Öffnen von 3, aus der 
inzwischen angesetzten Glaskugel W Wasser mP ein, 
um den Rest des Gases nach V zu bringen. Zweckmäßig läßt man 
auch bei dieser Manipulation niemals alle Quetschhähne zugleich offen. 
Nach der Entfernung von P wird V mit Hilfe der Schliffstücke bc mit 
dem Manometerschenkel M verbunden. Das Manometer wird außen an 
die Wand einer recht großen Wasserwanne so angehängt, daß sich V, D 
und möglichst auch 5 im Innern der Wanne unter Wasser befinden. Nach 
einigen Minuten wird in V durch Einlassen von reiner Außenluft durch «a 
hindurch Atmosphärendruck hergestellt. Da die Zimmerluft häufig Spuren 
von Leuchtgas enthält, welche das Resultat fälschen würden und auch 


Fig. 209. 
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ihr hoher CO,-Gehalt einige Zeit bis zur vollen Absorption brauchen 
würde, verwendet man zweckmäßig CO,-freie Luft aus dem Freien. 
die in einer Gaspipette über stark verdünnter Kalilauge bereit 
gehalten wird. Nunmehr wird D so gedreht, daß a mit 5 kommuniziert 
und die Flüssigkeit im Manometerschenkel M auf den Nullpunkt einge- 
stellt. Die Einstellung geschieht durch das am Manometergefäß @ unten 
angebrachte Kautschuksäckchen B (Saugpfropfen), dessen Volumen mit Hilfe 
einer Messingfeder und Stellschraube 5 sehr fein geändert werden kann 
(siehe später bei Blutgasanalyse 8.673). Nach Einstellung auf den Null- 
punkt setzt man das Manometer M durch Drehung von D mit V in Ver- 
bindung und wartet nun unter öfterem Mischen des Wassers in der Wanne, 
bis der Stand sich nicht mehr oder in genau gleichem Maße wie das daneben 
hängende Thermobarometer ändert. Als Thermobarometer dient ein dem 
eben beschriebenen ganz gleicher Apparat. 

Nach Ablesung des immer wieder auf O eingestellten Manometers und 
des Thermobarometers und der Temperatur des Wassermantels schreitet man 
zur Verbrennung des Kohlenoxyds, indem man die Platinspiralen in beiden 
Apparaten bis fast zur Weißglut durch einen entsprechend abgestuften elek- 
trischen Strom erhitzt. (Straßjenstrom von 110 Volt Spannung unter Einschal- 
tung eines Lampenwiderstandes aus fünf Glühlampen mit je nach der Dünne 
des Platindrahtes 10— 25 Kerzen Stärke.) Mit dem Erglühen des Platindrahtes 
dehnt sich die Luft in YV und im Thermobarometer aus und drückt die 
Flüssigkeit im Manometerschenkel M herunter. Die kuglige Erweiterung / des 
Manometerschenkels 7 nimmt die aus V verdrängte Luft auf, während das 
Wasser in die kuglige Erweiterung /I des Manometerschenkels N empor- 
steigt. Die Erweiterungen müssen etwa ein Drittel des Inhaltes von 7 
fassen. Der Druck des Gases in V steigt vermöge dieser Einrichtung beim 
Glühen nur um etwa 15cm Wasser. Nach etwa 20 Sekunden unterbricht 
man den Strom so lange, bis die Hauptmasse des Gases wieder nach V 
zurückgekehrt ist (10—15 Sekunden). Dann glüht man abermals 20 Sekunden 
lang und wiederholt dieses Spiel etwa 20mal. Nun wird Temperaturaus- 
gleich abgewartet und abgelesen, nach Einstellen in M auf den gleichen 
Nullpunkt wie zu Beginn, nachdem man durch vorsichtiges Schütteln, damit 
die Lauge nicht zwischen den Schliff kommt und gelöste Fettpartikel an 
der Innenwand verschmiert, für vollkommene Absorption der Kohlensäure 
gesorgt hat. Hierauf wird durch Wiederholung des Glühens kontrolliert. 
ob die Verbrennung vollendet war, was meist der Fall ist. Man kann 
sehr wohl 2-—-3 Verbrennungen gleichzeitig ausführen, indem man die 
Platinspiralen mehrerer Apparate hintereinander in denselben Stromkreis 
schaltet. 

Es ist notwendig, das Thermobarometer genau wie die eigentlichen 
Verbrennungsgefäße einzurichten und gleichzeitig zu erhitzen, um alle Be- 
dingungen möglichst gleichmäßig zu gestalten. Es verbrennt regelmäßig 
beim Glühen ein wenig Stickstoff der Luft, wie man durch das Auftreten 
von Salpetersäure in der Kalilauge nach längerem Gebrauch nachweisen 
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kann. Die Größe dieses Fehlers ist in den verschiedenen Apparaten gleich, 
wenn die Glühspiralen gleich lang und aus gleichem Draht ge- 
fertigt sind und die Verbrennungsgefäße annähernd gleichen Inhalt haben. 
Man muß sich, ehe man die Gefäße in Benutzung nimmt, überzeugen, dal) 
ihre Manometer nach längerem Glühen parallel gehen. 


Erhebliche Fehler können entstehen, wenn die Luft des Zimmers 
brennbare Gase (Leuchtgas) enthält. Es empfiehlt sich deshalb, den Druck- 
ausgleich in V am offenen Fenster vorzunehmen oder besser, wie oben 
gesagt, CO,-freie Außenluft zu benutzen. Nach dem Druckausgleich ist 
die etwa in V und im Thermobarometer noch vorhandene Luftkohlen- 
säure durch leises Schütteln des Gefäßes zur Absorption zu bringen. 
Die größten Fehler entstehen aber, wenn der Apparat durch organische 
Stoffe verunreinigt wird. Durch das Glühen der Spirale werden diese ver- 
brannt und verbrauchen Gas, welches bei dieser Art der Analyse dann 
auf CO bezogen wird. 


Zur Berechnung der Resultate ist es notwendig, den Rauminhalt des 
Verbrennungsgefäßes einschließlich der Glasröhren bis zum Nullpunkt des 
Manometerschenkels M zu kennen. Durch Wasserwägung läßt sich die Kali- 
brierung mit erforderlicher Genauigkeit ausführen. 


Bei der Verbrennung verbinden sich zwei Volumina CO mit einem 
Volumen Sauerstoff zu CO,, welche absorbiert wird. Die Abnahme des Gases 
ist also, wie immer bei CO, mit ?/, zu multiplizieren. Da durch die stets 
eleiche Einstellung des Manometers in M auf Null der dem Gase zur Verfügung 
stehende Raum, das Gasvolumen, konstant bleibt, prägt sich die Änderung 
der Gasmenge ausschließlich im Druck aus. Die Änderungen der Temperatur 
und des Luftdruckes wirken auf die Manometer des Verbrennungsapparates 
und des Thermobarometers in gleichem Male. Man braucht daher nur 
die Druckänderung des Thermobarometers von der des Manometers abzu- 
ziehen, um die durch die Verbrennung bewirkte Druckänderung a (mm) 
zu finden. 


Es betrage das Kaliber des Verbrennungsgefäßes mit Einschluß des an- 
erenzenden lufthaltigen Manometerschenkels bis zum Nullpunkt v cm®, die 
Anfangstemperatur gemessen im Wasser der Wanne t°, so ist das auf 0%, 
760 mm Hg Druck und Trockenheit reduzierte Volumen des Kohlenoxyds 
gleich: 


DV. 
3x 760x 13:65 x (1 + 0:00367 t) 


oder vereinfacht 


15.561 (1 + 000367 t) 
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Zur Erleichterung der Rechnung ist in der folgenden Tabelle der Wert von 
1 
15.561 (1 + 0003567 t) 


für die praktisch wichtigen Temperaturen zwischen 12 und 22° gegeben- 


or ri Numerus Logarithmus ER 

12 00000616 578927 — 10 MR 
13 00000613 578775 FR 
14 00000611 578623 102 
15 0:0000609 5:78472 ni 
16 00000607 578321 2; 
17 0:0000605 578171 ns 
18 00000603 578021 2 
19 00000601 577872 een 
20 00000599 577723 er 
21 0:0000597 577575 2 
22 0:0000595 5:77427 


Beispiel: Kaliber des Verbrennungsgefäßes a = 3754 em?; Temperatur 
im Moment der Absperrung des Manometers und Thermobarometers = 142°. 


Anfangsablesung: TB. . . . . ...+ 30 mm 
K Re Ei 30) 
Nach Mmalipem Glühen: TB. 2 
| RP 2. 1 
Nach abermals 10maligem Glühen: TB. + 461 
on 2 Fe 
Nach abermals 10maligem Glühen: TB. + 492 
Bem) .  SanE ar  AZh 
Die durch die Verbrennung bewirkten Druckänderungen sind demnach: 
Nach dem ersten Glühen . . .296 +48 + (352 — 30) = 66°6 mm 
N Zweiten „ .... -21874871461--30)='097 „ 
E „ Adtten „ ...186+48+(492—30)=696 „ 


Es war also nach dem zweiten Glühen die Verbrennung vollendet. 
Durch Einsetzen der Zahlenwerte in die Formel haben wir 


3754x 6965 
00000611 
log 3754 = 157449 
log 6965 = 184292 
1 , g j 
lg — —— ——- (siehe Tabelle korrigiert für 09%) = 578593 — 10 
08 00000611 (siehe Tabelle korrigiert für 02°) | 1 
920334 — 10 
num. log 920334 — 0'160 cm® ». CO. 
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Beispiele für Genauigkeit (Blutgas). 


Nr. IL 
Ei Stand des Manometers in Kubikzentimeter Wasser 
Rohr I | T hermobarometer Rohr II 
Vor Ver breinnng — 4 00° + 0:80 — 0:80 
Nach 20maligem Glühen — 10°30 + 1:60 — 6'80 
Differenz = Kontraktion . — 6:30 + 0:80 — 6:00 
Also Druckdifferenz reell 710 6:80 
Vol. CO ım Blut. 4'159 4200 
Nr: IL 
Stand des Manometers in Kubikzentimeter Wasser 
|| Bohr Thermobarometer | Rohr I 
Vor Verbrennung RR + te Mm) a +015 — 07 | 
Nach Glühen . ... — 525 + 0:60 — 755 
Kontraktion... .. .|| — 685 + 0°45 — 6:80 
Druckdifferenz . 730 25 
Vol. CO im Blut . 4'268 4470 
Nr: II: 
| | Stand des Manomseters in Kubikzentimeter Wasser 2 
| | Rohr I Thermobarometer Rohr II 
| Vor Verbrennung Fe 4 ae —_ 050 | — 2:00 
| Nach 20maligem Glühen — 1110 + 0:00 — 8:60 
' Kontraktion . | — 6'95 + 0:50 — 660 
| Druckdifferenz... . | 745 710 
| Vol. CO im Blut . 4.363 | 4384 


II. Größere Mengen Kohlenoxyd in großen Mengen Luft. 


Ein Gasgemisch, das CO enthält, muß vor der Absorption des Kohlen- 
oxyds von Kohlensäure befreit werden. (Einführen einer Kalikugel oder 
Absorption in Kalilauge.) Das Gemisch enthält dann in den meisten Fällen 
Sauerstoff. Man entfernt ihn durch Absorption in Pyrogallol (Ss. 8. 624). 
Etwa vorhandene schwere Kohlenwasserstoffe, wie Äthylen, sind auch 
noch zuvor durch Absorption in rauchender Schwefelsäure zu entfernen. Die 
dabei gebildeten sauren Dämpfe müssen durch Kalilauge absorbiert werden. 


4A. Absorptionsmethoden. 


a) Salzsaure Kupferchlorürlösung (nach Winkler). „86 9 Kupferasche 
werden mit 17 9 Kupferpulver (dargestellt durch Reduktion von CuO mit 
Wasserstoff) unter Umschütteln in 1086 g Salzsäure von 1'124 spez. (Gew. 
(16° B) eingetragen und in die Lösung eine die ganze Flasche durch- 
setzende Spirale von Kupferdraht hineingestellt.“ Die Lösung wird unter 
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Petroleum in einer vollständig gefüllten, mit Kautschukstopfen verschlossenen, 
am Boden mit Tubus und Hahn versehenen Flasche aufbewahrt und bei 
der Abfüllung Petroleum nachgefüllt. Zulässiger Absorptionswert 4 em CO.) 

b) Ammoniakalische Kupferchlorürlösung. 1 2 obiger salzsaurer Lösung 
wird in ca. 5 Z Wasser gegossen und der Niederschlag in einen etwa 320 em® 
fassenden, mit Glasstopfen versehenen Zylinder gefüllt. Eine vorher angebrachte 
Marke zeigt 62 cm® an. Nach einigen Stunden wird bis zu dieser mittelst 
Hebers abgesaugt, mit 7°5°/, Ammoniak ganz vollgefüllt, umgeschüttelt und 
mehrere Stunden stehen gelassen. Hat man diese Lösung benutzt, so kann 
man nach der Absorption im Rest Wasserstoff mit Palladium bestimmen 
(siehe S. 655). 

Die Lösungen werden in der Pipette Fig. 204 aufbewahrt und in 
der üblichen Anordnung mit Meßbüretten verbunden. Da aber die CO-Bindung 
in ihr sehr locker ist und eine erhebliche Mengen CO enthaltende Lösung 
nicht unerhebliche Mengen CO-Gas an ein kohlenoxydärmeres Gasgemisch 
abgibt, so verwendet man zur Absorption 2 Pipetten und bringt das zu 
prüfende Gas zunächst in eine Pipette mit einer oft gebrauchten, dann in 
eine zweite mit einer noch wenig CO-haltenden Lösung. Für einigermaßen 
exakte Analysen muß die gasförmige Salzsäure resp. das Ammoniak durch 
Überführen in eine Pipette mit destilliertem Wasser vor der Ablesung 
entfernt werden. 

Die CO-Absorption in der Kupferchlorürlösung vollzieht sich ziemlich 
langsam, das Gas muß mehrfach übergetrieben werden. 


B. Verbrennungsanalyse. 
1 Vol. CO gibt bei der Verbrennung /, Vol. Kontraktion und bildet 1 Vol. CO,. 


Bei der Verbrennung wird also das doppelte Volumen der Kontrak- 
tion an CO, gebildet, die durch Kalilaugeabsorption bestimmt wird. Sind 
die Beziehungen nicht so, daß die gebildete Kohlensäure das Doppelte der 
Kontraktion beträgt, so sind noch andere brennbare Gase vorhanden. 

1. Nach Bunsen-Geppert mischt man das CO-haltige Gasgemisch 
nach Entfernung der Kohlensäure mit reiner Luft oder Sauerstoff oder, 
wenn durch den elektrischen Funken keine Verpuffung zu erzielen ist 
(13°75°/, CO in 100 Luft verbrennen noch), mit elektrolytischem Knallgas. 
Es darf auf 100 Vol. nicht brennbares Gas nie mehr als 26—64 Vol. brenn- 
bares Gas kommen, da sonst der Stickstoff unter eelber Flamme zu 
Salpetersäure und Stickoxyd mitverbrennt. 

Die Bunsensche Analyse hat die Unannehmlichkeit, daß man der 
Reinheit des zugesetzten Knallgases vollkommen sicher sein muß, daß man 
außerdem nicht immer das Mischungsverhältnis beim ersten Versuch richtig 
trifft und daß bisweilen eine zu starke Explosion erfolgt. 

2. Verbrennungmit glühender Platinspirale (Grisoumeter nach Cogwillon). 
Viel bequemer als die Bunsensche Explosionsmethode ist die Verbrennung 


!) Hempel, Gasanalyse. S. 183. 
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des CO in einem durch Quecksilber abgeschlossenen Raum durch eine 
glühende Platinspirale von 035 mm Stärke in etwa 6 Windungen (siehe 
Fig. 210°). Die Spirale sitzt in 2 mit Quecksilber gefüllten, den Stopfen 
durchsetzenden Kapillarröhren, in die außen die Drähte von einer Akkumu- 
latorenbatterie von etwa 12 Ampere mit zwischengeschaltetem verschieb- 
baren Graphitwiderstand, oder bei Verwendung des Straßenstroms von 
220 Volt Spannung eines Glühlampenwiderstandes von 5—10 16-kerzigen 
Kohlenfadenlampen einmünden. 

Diese vielfach von Grehant und seinen Schülern, in letzter Zeit von 
Haldane benutzte Methode läßt sich in den verschiedensten Modifikationen 
anwenden, sei es in der Hempelschen Anordnung durch Übertreiben des 


2 ! 


m l 


Fig. 210. 


(Grasgemisches in eine mit dem Analysenrohr zu verbindende Verbrennungs- 
pipette (vgl. Fig. 210), sei es durch feste Verbindung des Grisoumeters in 
Kombination mit einer Kohlensäureabsorptionspipette mit dem Analysen- 
rohr nebst Thermobarometer oder Pettersonschem Regulator (siehe Fig. 190 @). 
Man entfernt zunächst die Kohlensäure durch Kalilauge, läßt das Gasge- 
misch dann mehrfach an der glühenden Spirale vorüberstreichen, liest ab 
und ermittelt durch nochmalige Verbrennung, ob die Verbrennung vollendet 
ist. Hat man ein stark CO-haltiges Gemisch, so verdünnt man die Gas- 
probe mit dem Stickstoff, der von den vorhergehenden Analysen als Rest 
übrig geblieben ist, um zu starke Explosion oder Verbrennung von Stick- 
stoff zu verhindern. Hat man wenig 00, so ist diese Vorsicht nicht notwendig. 


!) Hempel, Gasanalyse. S. 123. 
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3. Verbrennung in der Platinkapillare. Drehschmidt und nach ihm 
Winkler verwandten ein 10cm langes, 2 mm dickes Platinrohr von 07 mm 
licehter Weite, dessen Hohlraum durch 3-4 dünne Platindrähte fast voll- 
kommen gefüllt ist. Das Rohr läuft an den Enden durch zwei unten ge- 
schlossene, oben offene Kühlröhren aus Messing von 15mm Weite und 
ca. 8cm Länge und ist in eine 35mm weite Kupferröhre eingelötet. Die 
Lötstelle befindet sich innerhalb der Kühler. Zur CO-Verbrennung wird die 
Platinkapillare durch eine Gasflamme zur Rotglut erhitzt. Es wird ange- 
geben, daß diese Methode auch sehr geringe CO-Mengen scharf zu be- 
stimmen gestattet, da kein Stickstoff verbrennt, doch hat sie sich bisher 
für biologische Zwecke noch nicht eingebürgert. 


Grubengasbestimmung (Methan). 


Grubengas wird immer durch Verbrennung bestimmt. 2 Vol. brauchen 
4 Vol. Sauerstoff und bilden 2 Vol. Kohlensäure. 


GH, + 01160, #20. 
2 Vol. + 4Vol. = 2Vol. + OVol. 

Die Kontraktion ist doppelt so groß wie die gebildete Kohlensäure. 
Die CH,-Menge ist gleich der Kontraktion plus CO, dividiert durch 3. 

Zur sicheren Feststellung, daß nur CH, als brennbares Gas vorhan- 
den, macht man in einer Probe nach CO,-Absorption und Verbrennung (k) 
sowie Absorption der gebildeten U0,(e) eine O,-Bestimmung (Pyrogallol). 
2/;(k + e) plus der gefundenen O,-Menge sind der Sauerstoffgehalt der 
Probe. Dieser Wert muß übereinstimmen mit dem Resultat der O,-Absorp- 
tion in einer zweiten Probe ohne Verbrennung. 

Um zu vermeiden, dal) bei der Explosion in den langen Dunsen-Eudio- 
metern oder in irgend einer Explosionspipette zugleich Stickstoff verbrennt, 
müssen nach den Bunsenschen Erfahrungen auf 25—37 Volumen des Ge- 
misches von Grubengas und Sauerstoff 100 Vol. nicht brennbarer Gase zu- 
gegen sein. Ein Luftgemisch mit 5—13 Vol.-°/, CH, verbrennt noch ohne 
Zusatz. 

Hat man auf Spuren von Methan und Wasserstoff in der Ausatmungs- 
luft von Tieren zu prüfen (Zuntz, Lehmann und Hagemann |. e.), so be- 
freit man das Gasgemisch in einem Schnabelrohr (siehe Fig. 186) durch 
Kalikugel von CO,, füllt in ein zweites Schnabelrohr, um jede Spur von 
KOH im Rohr zu vermeiden, dann in ein langes Eudiometer mit nur etwa 
2mm Wassermeniskus, notiert das Volumen (nach Geppert, siehe S. 675) 
in Wasser versenkt, setzt etwa 30°/, ganz reines Knallgas hinzu, verpufft, 
bestimmt die Kontraktion, setzt 3°/,ige KOH hinzu, bestimmt am folgenden 
Tage nach kräftigem Schütteln die gebildete CO,-Menge. Diese entstammt 
aus CH,. Die gefundene Gesamtkontraktion minus dieser CH,-Menge er- 
gibt die H-Menge = ?/, dieser Restkontraktion. 

Beispiel (Z,L,H): Gehalt der von Pferden exspirierten Luft an 
brennbaren Gasen. 
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Durch die Anwesenheit so kleiner Mengen CH, wird die Genauigkeit 
der Sauerstoffanalyse (Verbrennungsanalyse) störend beeinflußt. Zuntz, 
Lehmann und Hagemann (}. e. S. 42) fanden die O,-Menge im allgemeinen 
um etwas mehr als das Volumen des vorhandenen CH, zu klein (ca. 0:03%/,). 
Setzt man große Mengen H zur Explosion hinzu, wird der Fehler etwas geringer. 

Hat man dagegen Gärungsgase (Darmgase) zu analysieren, die keinen 
Sauerstoff enthalten. in denen außer Grubengas Wasserstoff vorhan- 
den ist, so füllt man das Gemisch über Quecksilber in ein graduiertes 
Absorptionsrohr und entfernt, nachdem das Gas gemessen ist, zuerst die 
Kohlensäure durch Einbringen einer Kalikugel, überzeugt sich darauf durch 
Einbringen einer Phosphorkugel von der Abwesenheit von Sauerstoff und 
analysiert nun folgendermaßen in einem langen Bunsenschen Eudiometer 
im Wassermantel nach Geppert (siehe S. 673): Man setzt etwa die sechs- 
fache Menge reinen Sauerstoffs (aus KC1lO,) hinzu, explodiert, bestimmt 
die Kontraktion, bringt 7°/,ige Kalilauge hinein und bestimmt die gebildete 
Kohlensäure. Das Restgas soll nun, wenn kein Stickstoff vorhanden ist, 
aus reinem, im Überschuß zugesetzten Sauerstoff bestehen: 

CH, +20, +2KOH=K,C0O, +3H,0 (2 Vol. + 4 Vol. =0OVol.). 
Dieser wird nach Zusatz von der Sfachen Menge Wasserstoff durch Explo- 
sion bestimmt. Wenn die Kontraktion aber jetzt weniger als 300°/, des 
Volumens des Restgases beträgt, so ist Stickstoff in einer Menge vorhanden, 
die dem dritten Teil der an 300°/, fehlenden Kontraktion entspricht. 
Die Genauigkeit der Analyse kann kontrolliert werden, indem man den 
überschüssigen Wasserstoff wieder mit Sauerstoff zurückbestimmt. Der 
nicht als Wasserstoff anzusehende Rest, d.h. zwei Drittel der an 150%, 
fehlenden Kontraktion (2H, + 0, = 2H,0 4 Vol. + 2 Vol. = 0 Vol.), ist 
als Stickstoff anzusehen und diese Stickstoffzahl muß mit der zuvor gefun- 
denen übereinstimmen.!) 


Beispiel: 


Kohlensäuregehalt des Darmgases (gesondert bestimmt) . 89:92%), 
Restgas mit ganz geringem Verlust in ein Eudiometer gefüllt. 
Anfangsvolumen des Restgases . 2088 cm? 
. | Wasserstoff . 6082%/, 
a) Methan 9:56, 


!) €. Oppenheimer, Zur Kenntnis der Darmgärung. Zeitschr. f. phys. Chem. Bd. 48, 
S. 240 (1906). 


Durch Verpuffen mit Knallgas 
Nummer des Ver- ® = FE = FL Prozente der Luft an 
Kontraktion | gebildete CO, AR 
suches era 
in Prozent der Gasprobe CH, H 
ae | 0.090 0:045 0.045 0 
|| 0115 0:044 0:044 0018 
ah 1 0.110 0:065 0.060 0) 
A 0:130 0.148 0:106 0 | 


Ze re TEE. Er ee 
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daraus berechnet der verbrauchte Sauerstoff) . . . .....1035 em> 
- tatsächlich zugesetzter Sauerstoff . . . . u Er >, 
es mußten also noch vorhanden sein an Sauerstoff . et 
_ Analyse des Restgases durch H-Zusatz ergibt Sauerstoff . „3127 
folglich enthielt das Gas an brennbaren Gasen nur H und CH,. 
Es bleibt also Stickstoffrest . - » 2 2.2... 2962%/, oder 0:62 „ 


Electric Lamp 
Fig. 211. 


In dem Restgas nach Explosion und KOH-Absorption finden sich 
_ nach der Sauerstoffanalyse 0'831cm® N, davon gehen ab 0'219, die aus 
dem zugesetzten nicht ganz reinen Bombensauerstoff stammen, es bleiben 
- 0612 cm? oder 2903°/,. Es findet sich also übereinstimmend ein Stick- 
 stoffgehalt des ursprünglichen Gases von 0'615 cm®. 

Ist Grubengas nur das einzige brennbare Gas wie gewöhnlich in den 
 Bergwerksgasen bei schlagenden Wettern und in verhältnismäßig geringer 
Konzentration gegenüber großen Mengen von Luft vorhanden, so kann man 


») 2H, +0, = 2H,0 (4 Vol. +2 Vol. =0 Vol.). 
CH, +20, = CO, +2H,0 @Vol. +4 Vol. = 2Vol.). 
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sehr zweckmäßig den Haldaneschen Apparat benutzen, der mit dem Grisou- 
meter Coquillons montiert ist (Fig.211 B). Man mißt zunächst eine gewisse 
Menge des zu untersuchenden Gasgemenges ab, absorbiert die Kohlensäure 
in Kalilauge, bestimmt durch Zurückbringen in das Analysenrohr die Ab- 
nahme, bringt den Rest darauf in die Verbrennungspipette, in welcher der 
Platindraht zur leichten Weißglut erwärmt sein muß, und treibt den Gas- 
strom mehrfach während einer halben Minute hin und her, läßt darauf 
den Platindraht erkalten und die Pipette sich abkühlen, mißt die Kontraktion 
und dann die gebildete Kohlensäure durch Absorption in der Kalilauge. 
Darauf überzeugt man sich durch Wiederholung der Verbrennung und Ab- 
sorption, daß das gesamte brennbare Gas entfernt ist und auch die in den 
toten Räumen der Verbindungskapillaren befindliche Kohlensäure durch 
mehrfaches Hin- und Hertreiben entfernt ist. Endlich wird der noch vor- 
handene Sauerstoff durch Absorption in Pyrogallussäure entfernt. 
Beispiel. 
Gasproher, 2 Sa en en. 20 OR 
BNON RI ER. en 
0042 cm’ = 0:21°/, CO, 
nach? Verbrennung un... Sure... 194805 
IKOntraktionEe A ren 050 
REN a alte - AIDIE : 
gebildete UA. Sr 3 N TE 
nach 2. Verbrennung und Kohlensäure- 
absorption MIR... 19206, 
weitere Abnahme . . . Bunt a - 
Gesamtdifferenz (0'502 = 0 250 + 0.024) ONToE- 
CH,==.0:776 X. An» sl 0:259em? E29, CHE 
Ö, Eehrauch O6 Se en. ANZ 
nach Absorption des ich vorhandenen 
Sanerstoffs:. Nee. 156425 
0, = 3'564 cm?’+0'517 cm’= 4'081 cem?—=20:38°/, O,. 
Resultat: 
Ce 
Ber, 2 Re 
6) a 1 
N au 
100:00 


Bei den gewöhnlichen Bestimmungen von Spuren von Grubengas in 
der Bergwerksluft genügt es, nur die Kontraktion durch die Verbrennungs- 
probe zu ermitteln, was in wenigen Minuten geschehen ist. 

Ist eine Luft zu analysieren, in der die Bergwerkslampe nicht brennt 
also größere Mengen brennbarer Gase und seringere Mengen Sauerstoff 
vorhanden sein müssen, muß die Gasprobe vor der Verbrennung mit Luft 
verdünnt werden. Den Stickstoffrest der vorhergehenden Bestimmungen 
füllt man dann bei der Analyse in die Verbrennungspipette ein, bestimmt in 
der zum Stickstoff hinzugefügten Probe Kohlensäure und Sauerstoff und 
weiß nun, wie viel Grubengas etwa vorhanden ist (Probe I). Darauf wäscht 
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nan das Analysenrohr und die Kalipipette mit Luft aus, um vorhandene 
I ste von Grubengas zu entfernen, füllt die Kapillarverbindungen mit 
d em in der Verbrennungspipette (Grisoumeter) aufgehobenen Stickstoff, 
bringt eine größere Menge reiner Luft in das Analysenrohr, entfernt die 
Kohlensäure und bestimmt das Volumen der Luft. Jetzt füllt man dieses 
‚uftgemisch in die Kalilaugepipette so vollkommen ein, dab die Verbin- 
lungen mit Quecksilber gefüllt sind, mißt eine kleine Menge der zu unter- 
suchenden Bergwerksluft in dem Analysenrohr ab (Probe II), sodaß in 
der Mischung etwa 60°/, Methan nach Verdünnung mit der kohlensäurefrei 
gemachten Luft vorhanden sind. Nach Bestimmung des (resamtvolumens 
von Bergwerksluft + CO,-freier Außenluft wird sofort in der Verbrennungs- 
pipette verbrannt, die Kontraktion, gebildete Kohlensäure und schließlich 
der Sauerstoff wie oben bestimmt. 


Beispiel. 
a Me a Er . . 19'962 
nach CO,-Absorption. . .... . 19544 
0418 = 2:09), C0, 
nach O,-Absorption . . . . . . . 17'046 
2498, = )112:51%/,403) 


Da der Sauerstoff nur aus Luft stammen kann, so entspricht 12°51°/, O, an 
12:51 x 100 n ä £ - £ 
1 0 Das Gas enthält danach 59'77°/, Luft mit etwa 15°/, Kohlensäure+ 
+Stickstoff, so daß ein Rest von 25°/, Grubengas bleibt. ') 

Die Probe wird daher zur Verbrennung um das Fünffache mit Luft verdünnt. 
Probe II: CO,-freie, reine Luft ....... 16°346 em? 


Bergwerkalüft A RENNER: 2% 20'464 „ 
Probe I. 4'118 cm? 

asch; Verbremnungi,: 2.02... 19:920), 

Kprirallion .... era 0544 


—. CO, 19562 „ 

also CO, 0'358 „ 

nach Sauerstoffabsorption . . . . . 16:166 
also O, 3'394 „ 


Aus Probe I ergibt sich, daß in den 4118 cm? der Probe II 0'086 cm? CO, ent- 
‚halten sind, daher sind bei der Verbrennung 0'358—0:086 = 0'272 em? CO, gebildet 
worden, d. h. genau die Hälfte der Kontraktion 0'544 em®. Das brennbare Gas war also 
wahrscheinlich reines Grubengas. Bei der 2. Analyse war an Sauerstoff vorhanden: 


A a Lk, nn 3421 cm® 
Be 2118 cm? der Probe IL nach Probe TI! . .... . 0515 „ 
{ Summa O0, = 3'936 em? 
‚daher ist bei der Verbrennung verbraucht worden . . ....... 3'936 em? 
— 339% „ 

0°542 cm? 
L ') Haldane fand bei Analyse der in ungebrauchten Räumen englischer Bergwerke 
fägnierenden sauerstofffreien Gasmischungen, die die Lampe auslöschen, aber keine 
Explosion hervorrufen, und die, mit genügenden Luftmengen gemischt, keine Störungen 


des Befindens hervorrufen und dann die Lampen nieht mehr auslöschen, 78—95°/, N 
nd 22—5°/, CO,. 
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also fast genau das Doppelte der bei der Verbrennung gebildeten Kohlensäure. Das 
beweist, daß das brennbare Gas in der Tat reines Grubengas war. 
Das Resultat der Analyse der Bergwerksluft berechnet sich danach: 


ee... 
Ce... ..208 
CH, . 8:69 
N. 76:71 

100:00 


Wasserstoffbestimmung. 


Bei der Verbrennung mit Sauerstoff zu Wasser beträgt der H-Gehalt 
?2/, der Kontraktion. 2H,;, +0, =2H,0 (4 Vol. +2Vol.=O Vol.). 

Es verbrennt noch ein Gasgemisch, das mit Luft gemischt auf 
100 Volumina 5—72°/, H enthält. 

1. Explosionsmethode (Bunsen). Apparat nach Geppert (siehe S. 672).t) 

Vor der Verbrennung werden die absorbierbaren Gase entfernt, bei 
der Explosion darf auf 10 Stickstoff höchstens 6 Knallgas kommen, da 
sonst die Gefahr besteht, daß Stickstoff mitverbrennt. Die Analyse muß 
mit größerem Luftzusatz wiederholt werden. 

Explodiert das Gemisch nicht, so setzt man elektrolytisches Knall- 
gas hinzu. 

2. Verbrennungsmethode im Grisoumeter. 

Man kann zunächst ermitteln, wieviel Kontraktion die Beimischung 
von 1cm® H in dem betreffenden Grisoumeter macht und berechnet dann 
die H-Menge aus der Kontraktion. 

5. Fraktionierte Verbrennung nach Hempel.?) 

Man leitet Gemische von Wasserstoff und Grubengas mit Luft ver- 
dünnt durch eine U-förmig gebogene Glasröhre, in der sich Palladium 
befindet und die zur Abkühlung in Wasser von Zimmertemperatur steht. 
Der Gasstrom wird so geregelt, daß das Palladium höchstens an einzelnen 
Stellen ins Glühen kommt. Explosion muß vermieden werden. Das gebildete 
Wasser wird von Zeit zu Zeit durch Erhitzen des Metalls auf Platinblech 
entfernt. Da Methan mit Sauerstoff über Palladium erst bei 2000° ver- 
brennt, wird allein der Wasserstoff entfernt. 


Beispiele: 

Zusammensetzung der Gasgemische Gefundene Daraus Hy, 
H%, CH), Luft %, Kontraktion berechnet 

15 12 851 2:3 1:5 

>1 12'3 86 76 50 
137 73 77:3 20:3 13°5 
141 54 812 212 i41 
14°6 45 806 22:1 147 
131 6 803 19:7 131 


!) Vgl. auch bei Grubengasbestimmung, S. 649. 
?\ Hempel, Die frakticnierte Verbrennung von Wasserstoff und Sumpfgas. Chem. 
Ber. Bd. 12. S. 1006 (1879); Gasanalyse, S. 159. 


= 
3 
x 
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4. Absorption mit Palladium (Hempel).’) 

Ein 4 mm innen weites, 20 cm langes U-Rohr enthält 49 Palladium- 
schwamm oder Palladiumschwarz (aus Reduktion von Palladiumehlorür mit 
Alkohol in stark alkoholischer Lösung erhalten). Man verbindet es mit der 
das Gemisch von Wasserstoff und Grubengas enthaltenden Gasbürette und 
einer Wasser enthaltenden Gaspipette. Zuvor sind alle absorbierbaren Gase 
entfernt worden. Das U-Rohr steht in Wasser von 90—-100°. Das Gemisch 
wird über Palladium 3mal hin und her getrieben, dann noch 2mal bei 
Kühlung mit Wasser von Zimmertemperatur. 

„Die Differenz der Messungen jetzt und vor der Absorption ent- 
spricht dem H-Gehalt der Menge Luftsauerstoff, die in dem Palladium- 
rohr vor Beginn des Versuches enthalten war. Diese Menge bestimmt man 
ein für allemal, indem man das U-Rohr an der einen Seite luftdicht 
verschließt, im Wasser von 9° stellt und mit einem Meßrohr verbindet, 
dann das Wasser gegen solches von 100° auswechselt und das bei der 
Ausdehnung der Luft in das Meßrohr getriebene Quantum mißt. Die Aus- 
dehnung entspricht einer Temperaturdifferenz von 91°, also dem dritten 
Teil des eingeschlossenen Gasvolumens. Da das übergetriebene Gas aber 
bei Zimmertemperatur gemessen wird, nimmt es etwa '/, des im U-Rohr 
enthaltenen Gasvolumens ein. 

Das Palladium muß bei dieser Messung wasserfrei sein, um Wasser- 
dampftension zu vermeiden. Es wird durch Überleiten von Luft, dann 
Ausschütten, Glühen auf Platin regeneriert und wieder eingefüllt. 


Stickoxydulbestimmung (Lachgas). 


Das Stickoxydul kann durch Verbrennung bestimmt werden. 
2VoL.N,O + 2Vo LH, = 2Vo.N, + 30, 
d. h. die Größe der Kontraktion entspricht genau der Menge des Stick- 
oxyduls. Eine neuere Untersuchung ?2) hat die Resultate von Hempel ®) be- 


stätigt: die Resultate sind bei der Verbrennung in Geppertschen Eudio- 
metern nach Zusatz von der 2—Bfachen Menge Wasserstoffgas erträglich. 


Beispiel: 
- nach H-Zusatz nach Explosion NO 
€—_—_—_—_—__— N 
10'231 em? 28775 cm? 281'17°/, 18'953 em? 185'20°/, 95:97%, 


Geringe Mengen von Stickoxydulgas nachzuweisen ist zurzeit nach 
den Erfahrungen von Hempel unmöglich. 


1) Hempel, Gasanalyse, S. 162. 
2) Carl Oppenheimer, Über die Reduktion von Stickoxyd durch alkalisches Pyro- 
gallol. Chem. Ber. Bd. 36. S. 1744 (1903). 
s) Hempel, Über die Bestimmung des Stickoxydulgases. Ber. d. Deutschen Chem. 
Gesellsch. Bd 15. S. 903 (1882). 
2 
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Goltstein!) hat unter Zuntz’ Leitung nach Bunsens Angaben das 
Stickoxydul in an N,O relativ reichen Gemischen (16—-70°/,) absorptio- 
metrisch bestimmt. 

Nachdem in dem Gasgemisch der Sauerstoff durch Pyrogallat entfernt 
ist. wird der aus N+ N,O bestehende Rest in einem kalibrierten Eudio- 
meter mit einer bekannten Menge destillierten Wassers bis zur Sättigung 
über Quecksilber geschüttelt und die bei der betreffenden Temperatur und 
Druck absorbierte N,O-Menge (N ist im Vergleich fast unlöslich) ermittelt. 
Solche Bestimmungen werden bei mehreren Temperaturen und verschiedenem 
Druck vorgenommen. 

Mit Hilfe der Bunsenschen Absorptionskoeffizienten wurde der Gehalt 
an N,0 berechnet und aus allen Werten das Mittel gezogen. Die Zahlen 
wichen um höchstens 0:5°/, voneinander ab. 


Stickoxydbestimmung. 


Man kann Stickoxyd nicht durch Verbrennen bestimmen, da stets 
Stickoxydul gebildet wird und selbst bei heftigsten Explosionen die Ver- 
brennung unvollständig bleibt. Man bestimmt es durch Absorption mit 
Eisenoxydulsalzlösung in der zusammengesetzten Absorptionspipette (Fig. 204). 
Ein Teil Eisenvitriol wird in zwei Teilen Wasser gelöst (analytischer Ab- 
sorptionswert 3); Kali- und Natronlauge absorbieren Stickoxydgas nicht, 
beim Durchleiten durch eine mit Schwefelsäure angesäuerte Lösung von 
übermangansaurem Kali wird es vollkommen zu Salpetersäure oxydiert 
und kann auf diese Art entfernt werden. Durch alkalische Pyrogallollösung 
wird es dagegen zum größten Teil im Stickoxydul verwandelt, der Rest 
wird in bisher noch nicht ermittelter Weise absorbiert. 


\ 


Bestimmung schwerer Kohlenwasserstoffe und von Acetylen. 


Für biologische Fragen dürfte eine eingehende Besprechung der Leucht- 
gasanalyse und ihrer darin enthaltenen gasförmigen Kohlenwasserstoffe 
unnötig sein, zumal diese in der Gasanalyse von Zempel und in der großen 
technischen Gasanalyse von Lunge sehr eingehend besprochen ist. Man ab- 
sorbiert C, H, und andere schwere Kohlenwasserstoffe in rauchender Schwefel- 
säure (Pipette mit 3 Kugeln, eine mit Glassplittern gefüllt), wäscht dann 
in Kalilauge und bestimmt die Abnahme. Auch in Bromwasser (einige 
Kubikzentimeter unter Wasser in der gleichen Pipette) wird Äthylen gut 
absorbiert. 

Ebenso wird man in den seltensten Fällen Veranlassung haben, 
Acetylen zu bestimmen. (Vgl. Hempel, S.206 und 261.) Es wird am 
zweckmäßigsten durch Einleiten in eine ammoniakalische Lösung von Kupfer- 
chlorür, Filtrieren des explosiblen Acetvlenkupferniederschlages, Auswaschen 


!) M. Goltstein, Über die physiologischen Wirkungen des Stickoxydulgases. Pflügers 
Arch. Bd. 17. S. 331 (1878). 
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Ammoniakwasser, Zersetzen mit HCl, Veraschen, Wägen des Kupfer- 
s bestimmt. 

Umständlicher ist die Acetylenbestimmung durch Verbrennung nach 
_Bunsen: Man versetzt das zu untersuchende Gas mit mindestens 20 Teilen 
nicht brennbaren Gases, da die Explosion sehr heftig verläuft (gewöhnlich 
1 Vol. mit 6—7 Vol. Sauerstoff und etwa 24 Vol. Luft). Vor der Explosion 
muß das Gas von Kohlensäure befreit sein. 1 Vol. C,H, bildet 2 Vol. CO,. 
Es verschwinden auf 2 Vol. C,H, 3 Volumina. 


Schwefelwasserstoffbestimmung. 


Schwefelwasserstoff in irgendwie erheblicherer Menge in Gasform 
_ vorhanden, verrät seine Anwesenheit durch seinen Geruch: doch verliert 


Fig. 212. 


sich, wie es scheint, die Schärfe des Geruchsinnes an Stellen, an denen 
mit H,S verunreinigte Luft vorhanden ist. Der, übrigens sehr gefährdete, 
- Untersucher überzeugt sich sicherer durch Schwärzung des angefeuchteten 
-Bleipapiers, das bekanntlich sehr fein reagiert, von dem Vorhandensein 
von HB, S. 

Bei der Bestimmung saugt man das Gasgemisch zur Trocknung durch 
‚Schwefelsäure, dann durch eine sehr verdünnte Lösung von Jod in Jod- 
kalium mit etwas Stärkekleister unter Vermeidung der Belichtung durch 
irektes Sonnenlicht und untersucht, sobald die Lösung entfärbt ist: 
»S+2J=2HJ+S. Die aus den Absorptionsgefäßen austretende Luft 
wird durch eine Gasuhr gemessen. Die Absorption nimmt man zweckmäßig 
in beistehendem Apparat vor (Fig. 212). / ist ein mit konzentrierter Schwefel- 
‚Säure befeuchtetes, bimssteingefülltes Trockenrohr mit Kugel X zum Ablaufen 
der wasserhaltigen Säure, W die Absorptionsflasche, in der Zylinder Z (50 em 

42* 
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lang) mittelst Gummikappe O luftdicht befestigt ist. In Z befinden sich 
3 schwach konische Platinkapseln a bc von 4 cm Durchmesser, die fest 
in Z eingepaßt sind und je 120 Löcher von !/; mm enthalten. Die Jodlösung 
wird in W und Z gefüllt. II ist ein zweites Schwefelsäure-Trocknungsrohr. 
Bunsens Methode der Absorption durch eine Braunsteinkugel oder die 
gewichtsanalytische Bestimmung nach Fresenius!) nach Absorption in 
Kupfervitriol-Bimsstein erfordern besondere Einübung. 


Bestimmung der Blausäure. 


Das Gas wird in Kalilauge absorbiert, die Lösung mit salpetersaurem 
Silber versetzt, mit Salpetersäure schwach angesäuert, der abfiltrierte Nieder- 
schlag durch Glühen im Porzellantiegel in metallisches Silber übergeführt 
und so gewogen: 

HCN+KOH=KCN+H,0O 
KCN+AgNO, =AgCN + KNO,. 

Spuren von Blausäure weist man auf doppelte Art nach: Erstens, 
indem man das Gas durch verdünnte Kalilauge leitet, die Lösung mit 
Eisenvitriol und einem Tropfen Eisenchlorid versetzt, schwach erwärmt, 
mit Salzsäure angesäuert. Es scheidet sich Berlinerblau ab. Zweitens, in- 
dem man die alkalische Lösung mit Schwefelammonium bis zur Gelbfär- 
bung versetzt, so lange erwärmt, bis der Überschuß entfernt ist. In der 
jetzt farblosen Lösung weist man das entstandene Rhodansalz nach dem 
Ansäuern durch Eisenchlorid (blutrot) nach. 


Die Gewinnung und Analyse kleiner Gasmengen (Mikroanalyse). 


Will man die Atmungsprozesse bei den verschiedensten Organismen, 
auch Mikroorganismen, in Wasser oder wässeriger Lösung studieren, oder 
handelt es sich um die Frage, nachzuweisen, ob Stickstoff von bestimmten 
Bakterien geliefert wird, ob geringe Mengen Sauerstoff zum Leben notwendig 
sind, handelt es sich weiter darum, zu untersuchen, wie die Assimilation 
von Pflanzen bei verschiedener Belichtung sich ändert u.a. m., so muß man 
in Anbetracht der Kleinheit der zu untersuchenden Gasmengen die soge- 
nannte Mikroanalyse heranziehen. Das gleiche Verfahren wird von Vorteil 
sein, wenn man die Spannung und die Menge von Gasen untersuchen will, 
die in natürlichen Wässern gelöst sind. 


Apparat von Drodie und Cullis.?) 


Unter Weiterausgestaltung eines zuerst von Barcroft und Hamill®) 
benutzten Laueln haben Brodie und Cullis eine äußerst feine und relativ 


2 en Quantitative Analyse. 6. Aufl. Bd.1. S. 505. 

2) T.@. Brodie und W. C. Cullis, Gasanalysis in salt solutions. Journ. of Physiol. 
Vol. 36. p.405 (1908). 

8) J. Barcroft and J. Hamill, The estimation of the oxygen dissolved in salt 
solutions. Journ. of Physiol. Vol. 34. p. 306 (1906). 
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leicht zu handhabende Methodik angegeben, um die in wässeriger Lösung, 
vorzüglich Salzlösung, enthaltenen Gase zu gewinnen und zu analysieren. 
Ihr Apparat (siehe Fig.213) besteht aus einer ca. 100 cm® fassenden, 
mit Quecksilber gefüllten Kugel, die durch einen etwa !/, m langen Druck- 
schlauch in Verbindung steht mit dem Ent- 
gasungsapparat. Dieser setzt sich aus 2 durch 
| ein weites kurzes Verbindungsstück verbundenen 
Glaskugeln (A, B) von im ganzen etwa 80 cm? 
Fassungsraum zusammen. Die obere Kugel mün- 
det in ein Kapillarrohr D von '/,—1 mm lichter 
_ Weite und etwa 5cm Länge, das durch einen 
_  Glashahn © mit einfacher Bohrung abgeschlossen 
ist. Die Kapillare läuft aus in einem etwa 
10 em langen, gleichweiten Kapillarstück E, das 
zugespitzt in einer äußerst feinen Öffnung O0 
endet. Die untere Kugel sowie die letztgenannte 
Glasspitze sind umgeben durch Glasbecher (G, F). 
Der untere hat eine Ablaßöffnung H und wird 
mit Wasser von beliebiger Temperatur, der 
obere mit Quecksilber gefüllt. 
Pr Die Analyse der so gewonnenen Gasproben 
_ wird in einem etwa 4O cm langen und 2 mm 
weiten kapillaren Glasrohr (Fig. 214) vorgenom- 
men, das an dem einen Ende rechtwinklig um- 
gebogen ist und sich dann zu einem kleinen 
Glasbecher P erweitert, während das andere 
Ende durch einen Schwanzhahn 7 in ein weites 
Rohr 5 überführt, in dem durch ein Stück 
Gummischlauch locker gehalten ein Glasstab © 
steckt. Es wird bei O über den Entgasungs- 
apparat gestülpt. 


E 


Handhabung des Apparates. 


Bei geöffnetem Hahn c werden die Kugeln A 
_ und 5 sowie die Kapillarröhre vollkommen mit 
Quecksilber gefüllt, darauf die Einfüllkugel etwas höher als die feine 
Öffnung 0 aufgehängt und der Verbindungsschlauch durch einen 


Fig. 214. 


Quetschhahn verschlossen. Man füllt nun, indem man über o ein etwa 
10cm: fassendes Glasröhrchen Z, das durch einen Gummischlauch N 
verschlossen ist, überstülpt, 2°/,ige Schwefelsäure unter Senken der 
— Füllkugel in die Kugel A und B ein. Sobald die Flüssigkeit einge- 
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strömt ist, schließt man den Hahn ce, senkt die Füllkugel tiefer als B und 
erzeugt so ein Vakuum. Durch Füllen des Bechers @ mit kochendem Wasser 
wird die Schwefelsäure in A, B gasfrei gekocht, die Füllkugel sofort ge- 
hoben und sobald der ganze Apparat wieder mit Quecksilber gefüllt ist, 
die angesammelte Gasmenge durch die Kapillaren hindurch zusammen 
mit einem Teil der Schwefelsäure bei o herausgetrieben. Nachdem diese 
Operation noch einmal wiederholt ist, ist die Schwefelsäure gasfrei und 
der Apparat fertie zum Beeinn des Versuches. 

Die zu prüfende Salzlösung wird in einer langen, genau geteilten 
und mit Glashahn versehenen Pipette abgemessen, darauf mittelst Gummi- 
schlauchs mit dem Überfüllrohr o verbunden und so unter Quecksilber 
übergestülpt, daß die Spitze der Pipette mit o in Berührung kommt. Nun 
öffnet man den Hahn der Pipette und läßt bei Tiefstand der Füllkugel 
etwa 5—10 cm langsam einfließen. Die in der Kapillare E, D bleibenden 
Flüssiekeitsteile werden durch Quecksilber heruntergespült. Nach Schließen 
des Hahnesc und bei Tiefstand der Füllkugel bringt man, nachdem die 
Quecksilberoberfläche in dem Becher F über o aufs sorgfältigste abgetrocknet 
ist, die Flüssigkeit in A, B zum Kochen. Man stülpt nun den erweiterten Teil» 
des Analysenröhrchens (Fig. 214), der ebenso wie seine Kapillare und Endrohr 
vollkommen luftfrei mit Quecksilber erfüllt ist, über o und treibt das ent- 
wickelte Gas zunächst in p, dann, indem man den Glasstab Q langsam heraus- 
zieht, unter Nachströmen von Quecksilber in den kapillaren Teil des Ana- 
Iysenrohres. Zweckmäbig wird das Rohr während dieser Zeit möglichst 
horizontal durch 2 feste Klammern über dem Entgasungsapparat gehalten. 
Nachdem man 2—3mal in gleicher Weise verfahren ist und beim Über- 
führen des Gases besonders darauf geachtet hat, daß keine Flüssigkeit in 
die Analysenröhre eingesogen wird, beginnt die Analyse. 


Analyse. 


Die Analysenmeßkapillare (von P bis 7) muß gleichen Durchmesser 
haben, sie ist zuvor durch Ausmessen einer kleinen Quecksilbersäule in 
den verschiedenen Teilen des Rohres und durch Wägen des Quecksilbers 
kalibriert. Sie muß vor der Aufnahme des Gases sorgfältiest geremigt, ge- 
trocknet und mit reinem Quecksilber gefüllt sein. Führt man das ent- 
wickelte Gas aus der kugeligen Erweiterung (P) durch sehr vorsichtiges, 
langsames Zurückziehen des Glasstabs in die Kapillare über, so kann man 
das Eindringen von Flüssigkeit in die Kapillare leicht verhindern. Hat man 
außerdem zwischen jeder Auskochung die in dem kapillaren Teil etwa an- 
gesammelte Flüssigkeitsmenge immer wieder zurückgetrieben, so wird jeder 
Verlust an Gas vermieden. 

Zur eigentlichen Analyse wird die Meßkapillare unter der Wasser- 
leitung mit fließendem Wasser abgekühlt, die Temperatur des Wassers 
notiert, darauf die Länge der Gasblasen durch einen darunter gelegten 
Millimeterstab gemessen. Die (2 oder 3) einzelnen Gasblasen werden nun 
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‘in der Art vereinigt, daß man das erweiterte Ende (p) unter Wasser nach 
oben wendet und jeden Rest nicht zu dem extrahierten Gas gehörender, 
in der Kapillare etwa enthaltener Luft heraustreibt. Darauf dreht man p 
in Wasser nach unten und vereinigt durch Hin- und Herbewegen des 
Quecksilbers in dem langen Rohr vermittelst des Glasstabes die verschie- 
denen zur Untersuchung kommenden Gasblasen. Macht man dies schnell, so 
ist keine Gefahr, daß erhebliche Mengen Sauerstoff oder Stickstoff durch 
_ das nunmehr die innere Oberfläche der Meßkapillare benetzende Wasser 
j absorbiert werden, während die absorbierte Kohlensäure ja jetzt nach 
der ersten Ablesung ohne Belang ist. Man zieht noch etwa 4cm® Wasser 
- in die Kapillare ein, nimmt p aus dem Wasser heraus, tut Kalilauge in p 
_ und läßt diese mehrmals durch Rückwärts- und Vorwärtsbewegen des Glas- 
_ stabes in dem Kapillarrohr hin und her laufen, bis die Wände gut mit 
- der Lauge benetzt sind. Nachdem so die Kohlensäure absorbiert ist, wird 
} die noch vorhandene Gasblase bis nahe an die Einmündung der Kapillare 
in p vorgetrieben, so die Kalilauge entleert und » mit Wasser ausgewaschen. 
Darauf wird die Gasblase wieder nach derselben Stelle zurückgeholt, in der 
sie zunächst gemessen wurde und mittelst Millimeterstabes in horizontaler 
Lage und nach Abkühlung mit Leitungswasser gemessen. In gleicher Weise 
wird dann der Sauerstoff durch Absorption in der Haldaneschen Pyrogallus- 
 säurelösung (siehe S.624) absorbiert, p mehrfach mit Wasser nachgewaschen, 
_ was nur wenige Sekunden dauern darf, zumal wenn die Gasblase sich in 

dem oberen Teil von p befindet, schließlich die übrigbleibende N-Menge 

wie zuvor gemessen. 

Die von den Autoren gegebenen Beispiele zeigen bei Vergleich mit 
einer auf chemischem Wege bestimmten Sodalösung einen Fehler von 
19°/, in der Kohlensäure. Die Luftanalyse ergab bei einer Länge der Luft- 
blase von 243mm 20°94°/, Sauerstoff und 7906°/, Stickstoff. Um den 
Fehler zu vermeiden, der durch Gasabsorption in der mit Kalilauge 
befeuchteten Kapillare stattfinden kann, wurden besondere Versuche ange- 
stellt. Es ergab sich bei einer Kapillare von 2 mm Weite und 1'088 spez. (xew. 
der Lauge — 0'84°/,. Bei engeren Röhren wird die Korrektion größer. Im 
Durchschnitt ergaben die Analysen Fehler von nur 0'053 cm? auf 100 cm? 
Salzlösung. Es ist aber besonders darauf zu achten, daß die Wandung der 
Meßkapillare vor der Ablesung gut ausgetrocknet ist. 

Wie man sieht, gestattet dies Verfahren eine recht genaue Bestim- 
mung kleiner Gasmengen, die in wässeriger Lösung absorbiert sind. Es 
erscheint nicht unmöglich, daß man eine ähnliche Methode auch für die 
Bestimmung von Blutgasen wird verwenden können. 


Apparat von Krogh. 


Die Methode von Krogh ist im Prinzip sehr ähnlich. Die beifolgende 
Abbildung (Fig. 215) wird auch ohne Beschreibung verständlich sein. Es 
sei nur gesagt, daß) in dem graduierten Kapillarrohr eine Länge von 20 mm 
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Fig. 216 a. Fig. 216b. 


Basel. 


einem Volumen von 1 cm? entspricht. Die obere Öff- 
nung (2) wird benutzt, um den Apparat leichter zu 
reinigen. Die Verschiebung der Gasblase geschieht 
vermittelst der in Quecksilber tauchenden Schraub- 
Fig. 216. vorrichtung #. Zur Erleichterung der Ablesung und 
Vermeidung der parallaktischen Verschiebung. kann 

man eine 6—8fach vergrößernde Linse benutzen, die in einem oben zuge- 
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schärften rechteckigen Holzklotz halb eingelassen ist, um so immer bei 
horizontalem Stand ablesen zu können, oder man läßt die Meßkapillare 


Fig. 218. 


ERS an den ganzen Ziffern 
rundherum teilen. Fal- 
len vordere und hintere 
Linie zusammen, so be- 
findet sich das Auge in 
der gleichen Höhe. Be- 
quem ist es auch, die 
Vergrößerungslinse nicht ganz zur Hälfte 
in das Holz einzustecken und in die Kante 
des Holzes eine Nadel einzulassen, die 
ebenso weit herausragt. wie der Linsen- 
mittelpunkt über der Kante steht. Man vi- 
siert über die Nadelspitze. Eine Zunahme 
der Temperatur seit Beginn der Analyse um 
01° gibt eine Korrektur von —0'0002 im 
Logarithmus. Krogh erzielte bei Gasblasen 
von etwa 10cm Länge maximale Ablesungs- 
fehler von # O'1mm, d.h. + 0'1°/,. Bei 
Kohlensäure wird der Fehler infolge der 


Löslichkeit des Gases in Wasser — denn 
hier wird die Gasblase nicht durch Queck- 
silber abgeschlossen — + 02°/,. 


Fig. 216 «@ und 2165 zeigt das Mebß- 
rohr bei der Analyse in verschiedener 
Stellung, Fig. 217 die Hilfsapparate. 


Reinigung des Apparates. 


Da es besonders darauf ankommt, 
die Meßkapillare möglichst rein zu halten, 
empfiehlt Krogh, sie in die eine Bohrung 
eines Gummistopfens zu stecken, welcher 
auf eine Flasche paßt und in dessen anderer 
Bohrung ein Glasrohr steckt, das zur 
Wasserstrahlpumpe führt. Man läßt von 
oben starke Schwefelsäure und eventuell, 
wenn es nötig ist, Kaliumbichromat in 
25°/,iger Schwefelsäure einfließen und 
saugt nach unten durch. Damit das seit- 
liche Ansatzstück # und das darin befind- 
liche Wasser und Quecksilber nicht mit 


Säure in Berührung kommt, hat man zuvor ein Luftbläschen als Abschluß 
dazwischen geschaltet (siehe Fig. 218). 
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Das Mikrorespirometer. 


Zur Demonstration des Sauerstoffverbrauchs und des respiratorischen 
Quotienten kleiner Organe oder Lebewesen kann man folgenden einfachen 
Apparat benutzen.!) 

2 kleine Glasflaschen (siehe Fig. 219a u.b) von 2—3 cm® Inhalt sitzen 
an den Seitenteilen eines verzweigten Kapillarrohrs durch Schliffe fest. 

An dem Rohr sind 2 T-Hähne. Der Mittelteil ist ein Pettersonsches 
Indexrohr mit Petroleumtropfen von B mm Länge. 

Änderungen im Druck der Flasche werden durch Wanderung des 
Tropfens angezeigt. 

Der Apparat steht natürlich bis über die Schliffe zur Ablesung in 
Wasser. Es muß die Temperatur in beiden Flaschen gleich sein. 

Um den Sauerstoffverbrauch zu zeigen, wird der Boden der Gefäße 
mit Kalilange bedeckt und in eine Flasche das Organ gebracht. Ist keine 


Fig. 219 a. Fig. 219 b. 


Kalilauge darin, so zeigt die Wanderung des Tropfens Steigen oder Fallen 
des respiratorischen Quotienten an. 

Komplizierter wird der Apparat, wenn auch die CO,-Abgabe gemessen 
werden soll. 


Die Gewinnung und Analyse der Blutgase. 


Nach längerer Pause ist die Blutgasanalyse im letzten Jahrzehnt wieder 
sehr eifrig bearbeitet worden. Wir besitzen heute eine gut ausgebildete 
Methodik, deren verschiedene Formen je nach Bedarf für verschiedenartige 
biologische Fragen herangezogen werden. Doch ist es, wie kürzlich 
Barcroft bei Zusammenfassung seiner Erfahrungen über Blutgasgewinnung 


') T. Thunberg, Ein Mikrorespirometer. Skand. Arch. f. Physiol. Bd.17. S. 74 
(1905); Zentralbl. f. Physiol. Bd. 19. S. 308 (1905). 
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mit Recht gesagt hat!), unnütz, einen vollständigen Bericht aller Blut- 
gasapparate zu geben und die Frage historisch abzuhandeln. Es sollen 
daher im folgenden nur die dem Verfasser empfehlenswert erscheinenden 
Apparate besprochen werden. 


Vorbereitungen zur Blutgasgewinnung. 


Je nachdem man beabsichtigt, das dem Tier entnommene Blut sofort 
zu entgasen und zu analysieren, oder das Blut, vor Gerinnung geschützt, 
aufzubewahren und erst einige Stunden später zu verwerten, wird man 
das Pumpen- und Analysenzimmer verschieden zu wählen haben — im 
ersten Fall nahe dem Operationsraum, im anderen entsprechend den allge- 
meinen Vorschriften für gasanalytisches Arbeiten, vor direkter Besonnung 
geschützt, an einem ruhigen Punkt des Gebäudes. Das Zimmer muß mög- 
lichst konstante Temperatur haben und gut 
gelüftet sein, so daß der CO,-Gehalt in ihm 
nicht abnorm hoch ist. 


Blutgewinnung und Abmessung. 


Verwendet man undefibriniertes Blut 
direkt aus der Arterie oder Vene des Tieres, 
so ist das Haupterfordernis, spätestens drei 
Minuten nach Füllung eines geaichten und 
mit Doppelhähnen versehenen Meßrohrs (siehe 
Fig. 220) das Blut in den Apparat zur Ent- 
gasung überzuführen. Pflüger hat gegenüber Fig. 220. 

Ludwig gezeigt, daß bei nicht schnellstem 
Arbeiten ein Sauerstoffverlust von über 10°/, im Laufe der ersten 10 Mi- 
nuten eintreten kann. 

Bequemer ist es, das Blut entweder in das genannte Meßrohr oder 
irgend ein Sammelgefäß überzuführen, in dem sich einige Körnchen Hirudin 
befinden. Wir wissen, daß Hirudinzusatz die Blutgasmengen unbeeinflußt 
läßt. Auch kann man gemessene Quantitäten einer 1°/,igen Hirudinlösung 
in 0:9%/, Kochsalz in den Ansatzteil des Rohres, den das Blut zunächst 
passiert, einfüllen. 


Beispiel: 1. Blut mit Dasselbe Blut mit 
Rinverlö 1 Ringerlösung 
ee: und Hirudin: 
2 de a 103.1717:7 
rn ee LAT 147 150 


2. Katze kuraresiert, künstliche Atmung. Arterielles Blut. 


2) J. Bareroft, Zur Lehre vom Blutgaswechsel in verschiedenen Organen. Ergeb- 
nisse der Physiologie. Bd. 7. S. 699 (1908). 


a 
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Nach Hirudin- 

Vor Hirudin: injektion 

(0:04 4 pro kg): 

IE OE Lu 15 Br, 347 316 

OT 191 196 180 

ee 7a 

O5. ER ., 37 13:0 — 


Hirudin muß sehr langsam intravenös injiziert und abgewartet werden, 
bis der Blutdruck nach der anfänglichen starken Senkung seine alte Höhe 
wieder erreicht hat sowie bis die Atmung wieder normal ist. Sonst findet 
man ganz abnorme Blutgaswerte (schlechte Atmung, Dilatation im Splanch- 
nikusgebiet) (siehe Beispiel 2, I). 

So gewonnenes Blut bleibt mehrere Tage lang ungeronnen, voraus- 
gesetzt, dab die Wände der Röhren vollkommen frei sind von Gerinnsel- 
resten. Die Erfahrungen mehrerer englischer 
Autoren (Drodie, Barcroft, Oullis) haben ge- 
zeigt, dal) die Gassättigung bei Aufbewahrung 
über Quecksilber oft stundenlang beinahe 
gleich bleibt. In ihren Versuchen waren aller- 
dings die absoluten Zahlen weniger bedeu- 
tungsvoll, da die arteriellen und venösen Blut- 
proben desselben Tieres nur vergleichsweise 
vor und nach bestimmten Maßnahmen be- 
nutzt und zur gleichen Zeit zur Entgasung 
gebracht wurden. 

Beim Defibrieren durch Schlagen in der 
üblichen Art (Glasstab, Holzstab, Glasperlen) 
verliert man, wie H. Aron gezeigt hat, eine 
nicht unbeträchtliche Menge roter Blutkör- 
perchen, die im Gerinnsel stecken bleiben. 
Die Blutmischung verändert sich. Um dies 
zu verhindern, soll man das Blut mit einer 
kleinen Menge vollkommen reinen, natürlich 
säurefreien Quecksilbers so lange schütteln, 
bis die Quecksilberkügelchen in dem roten Schaum und Gerinnsel fein 
verteilt bleiben. Dann enthält das so defibrinierte Blut die gleiche Menge 
roter Blutkörperchen wie vor dem Defibrinieren. Allerdings sollte man 
wohl unnötig langen Kontakt von Blut mit metallischem Quecksilber ver- 
meiden, nachdem Darcroft neuerdings gefunden hat, daß nach Schütteln 
mit Hg bei 35° die Tendenz zur Methämoelobinbildung zunimmt. 

Das entweder direkt der Arterie entströmende oder aus der Vene 
angesaugte Blut, wie das defibrinierte Blut wird in einem mit Quecksilber 
gefüllten, einschließlich der Hahnbohrungen geaichten Meßrohr (Fig. 221) 
durch /V,,, /und V,, gesammelt. Bei dem Einströmen in die Pumpe resp. 
einen anderen Entgasungsapparat nimmt das Blut den Weg IV,, III, I, 
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II, V,. Dabei sind also V, und IV, mit Quecksilber, II, I III mit Blut 
gefüllt gewesen. Der Inhalt des Rohres / einschließlich der Bohrungen der 
Hähne // und III ist zuvor durch Auswägen festgestellt worden. 

Statt der Dreiweghähne kann man auch Schwanzhähne verwenden 
(Fig. 2215, ce). 


Verschiedenheiten der Blutgaszusammensetzung bei Vergleichung 
verschiedener Blutproben desselben Tieres zu verschiedenen Zeiten. 


Abgesehen von den methodischen, sei es beim Auspumpen des Blutes, 
sei es bei der chemischen Methode der Blutgasanalyse (siehe später) sich 
einstellenden Fehlern erfährt man sehr häufig, wie die Zusammensetzung 
der Blutgase sich in wenigen Minuten beim gleichen Tiere verändern kann, 
obwohl anscheinend im Zustand des Tieres sich nichts geändert hat. Das 
wußte schon Pflüger und andere ältere Forscher. Sie haben sich daher bei 
der Beurteilung der Blutzusammensetzung, besonders der Gase des venösen 
Blutes, die erforderliche Zurückhaltung in der Bewertung des Resultates 
auferlegt. 

Es ist immer außerordentlich schwer, zwei vollkommen übereinstim- 
mende Blutproben von venösem Blut selbst kurz nacheinander zu erhalten. 
Der Gasgehalt hängt ja eng mit der im Moment gerade vorhandenen Durch- 
lüftung des Körpers zusammen. Hat man z. B. das Tier durch Morphiuminjek- 
tion beruhigt oder das Blut durch Injektion von Blutegelextrakt oder „Pepton“ 
ungerinnbar gemacht, so ist die Atmung schwächer, der Blutdruck im zweiten 
Falle erheblich tiefer als normal. Macht dann das Tier zwei oder drei 
kräftige tiefe Atemzüge oder steigt der Blutdruck plötzlich, wenn auch 
nur für kurze Zeit, so ist die Zusammensetzung des Venenblutes im 
Moment nach diesem Zwischenfall eine vollkommen andere geworden. So 
sah Barcroft einen solchen plötzlichen Wechsel im Kohlensäuregehalt des 
Venenblutes von 46 auf 19°/,, im Sauerstoff einen Aufstieg von 16 auf 
22°/,. Aber auch bei einem regelmäßig atmenden Tier wechselt die Blut- 
zusammensetzung durch Veränderung in der Gefäßweite sehr schnell und 
recht erheblich (siehe oben Beispiel 2). Doch findet man bei guter Atmung 
ceteris paribus gute Übereinstimmung: 


Beispiel: 3. Kohlensäure 37°64°/,, 2 Minuten später 38:05°/, 
Sauerstoff 12:09°/,, 2 N a 
Beispiel: 4. Kohlensäure 45°77°/,, 1 Minute 46'51°/o 
Sauerstoff 19:72°/,, 1 5 ER ar 
‚ Dabei ist immer vorausgesetzt, daß das Blut sich während der Entnahme 
und bei der Einführung in die Pumpe oder in den betreffenden Apparat 
nicht entmischt hat, d. h. daß die Blutkörperchen sich nicht gesenkt haben. 
Daraus entstehende Fehler sind außerordentlich hoch. So ist es fast un- 
möglich, von dem leicht sedimentierenden Pferdeblut exakt stimmende 
Parallelbestimmungen trotz oft wiederholten Durchmischens zu erhalten. 
Zuntz und Hagemann haben einen Apparat angegeben, der den Fehler 
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der Sedimentierung bei Pferdeblut nahezu beseitigt: Sie entnehmen das 
Blut aus der Mitte einer damit gefüllten, unmittelbar vorher mit Hg ge- 
schüttelten Kugel, wenn sie nicht den Gesamtinhalt des Sammelrohrs in 
die Pumpe bringen konnten. Es eignen sich daher zur Anstellung von 
grundlegenden Testversuchen besser Blutarten, die nicht leicht sedimentieren, 
vor allem Kaninchenblut. 


Das Prinzip der Blutgaspumpenmethode. 


Um die im Blut teils physikalisch absorbierten, teils locker chemisch 
gebundenen Gase zu gewinnen, vermindert man den Partialdruck über dem 
Blut so stark wie möglich. Die Gasaustreibung wird durch Erwärmung des 
Blutes beschleunigt. Da der geronnene Blutfarbstoff nicht unbeträchtliche 
Mengen von Sauerstoff in nicht auspumpbarer Form zurückhält, so muß 
die Erwärmung niedrig (bis 40°) gehalten und die Schnelligkeit der Gas- 
entziehung dadurch erhöht werden, daß man relativ kleine Mengen Blut 
in relativ großen Glaskolben stark aufschäumen läßt. Auch vermeidet man 
das Gerinnen von Teilchen an der Glaswand dadurch, daß man das in 
den Entschäumungskolben eingeführte Blut direkt in gasfreies destilliertes 
Wasser eintropfen läßt. 

Um ein recht hohes Vakuum zu erhalten, muß die Pumpe vor Beginn 
des Versuches vollkommen luftfrei sein und es während der Dauer des Ver- 
suches möglichst bleiben. Bei der Entgasung bilden sich erhebliche Mengen 
von Wasserdampf und doch muß das Quecksilbergefäß der Pumpe voll- 
kommen wasserfrei gehalten werden, da nur bei minimaler Wasserdampf- 
spannung ein hohes Vakuum erzielbar ist. So muß das mit Wasser- 
dampf gesättigte Gasgemisch eine Kühl- und eine Trockenvorrichtung 
vor Eintritt in das Vakuumgefäfß passieren. Zwischen diesen Teilen muß 
außerdem ein meist verschlossener und nur während des Auspumpens für 
kurze Momente zu öffnender Hahn sitzen. Öffnet man ihn, so stürzt das 
Gas und der Wasserdampf durch die Trockenröhre und von da wasserfrei in 
die Vakuumkugel. Gerade der Spannungsunterschied zwischen einem wasser- 
dampfgesättigten und einem wasserdampffreien Raum unterstützt die 
Schnelliekeit der Entgasung sehr erheblich. Der Vakuumraum darf also 
niemals Beschlag oder gar Tröpfchen von Wasser zeigen. 

Da das Quecksilber der Pumpe, sobald es mit dem zum Schmieren 
der Hähne erforderlichen Fett in Berührung kommt, erhebliche Mengen 
Sauerstoff absorbiert, läßt man das entbundene Gas nicht mit geschmierten 
Hähnen in Berührnng, sorgt, dab der Blutentschäumungskolben fettfrei 
ist und benutzt heute zur Blutgasanalyse ausschließlich Pumpen, deren 
Vakuumteil keine Hähne enthält, sondern durch einen Glasschwimmer 
gegen die Nebenapparate abgeschlossen ist. Dasjenige Modell ist am besten, 
das die wenigsten Schliffe enthält, die möglichst wenig Fett zur Dichtung 
brauchen. Mögen auch andere Systeme brauchbar sein, so sind doch die 
meisten günstigen Erfahrungen mit dem System von Töpler-Hagen erzielt: 


BEN, 
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Durch Heben eines (uecksilbergefäßes wird die Vakuumkugel voll- 
kommen mit Quecksilber gefüllt, die Luft verdrängt und durch den Glas- 
schwimmer ein Abschluß) gegen die anschließenden Teile geschaffen. Beim 
Senken des Gefäbes und Absinken des (Quecksilbers sinkt der Glasschwimmer 
mit. Die Vakuumkugel ist gegen die Atmosphäre durch ein über 76 cm 
langes Kapillarrohr abgeschlossen. 

Bei dem Trockenapparat wie bei dem Entgasungskolben läßt sich 
die Anbringung von Hähnen nicht vermeiden. Diese müssen, wie üblich 
bei gasanalytischen Arbeiten, so geschmiert sein, daß sie leicht beweglich 
sind und daß die Reibungsfläche vollkommen klar durchscheinend aussieht. 
Man drückt zweckmäßig den Hahn, während man ihn bewegt. etwas in den 
Schliff ein. 


Fehlerquellen bei der Pumpenmethode. 


Die Genauigkeit einer durch Pumpen bewirkten Gasanalyse hängt, 
wie nach dem Vorstehenden verständlich, zunächst von der Art der Ge- 
winnung der Blutprobe ab. Sie wird beeinträchtigt 1. durch die Sauer- 
stoffzehrung im frischen Blut oder durch bakterielle Zehrung während 
der Aufbewahrung, 2. durch schnelles Sedimentieren der roten Blut- 
körperchen und 3. durch langsame Entgasung. 


Ad 1 ist zu bemerken, daß man das aufzubewahrende Blut durch 
sterilisierte Kanülen in sterile Kolben einfließen läßt, dort mit Queck- 
silber oder mit gleichfalls sterilisierten Glasperlen defibriniert, dann auf 
Eis oder eingefroren im Kälteapparat konserviert. Zusatz von 2—3%/go 
Fluornatrium ist auch empfehlenswert. Aufbewahrung im Meßrohr selbst ist 
weniger empfehlenswert, da bei Kontakt mit dem Hahnfett aseptisches 
Arbeiten unmöglich ist. Bohr empfiehlt, das Meßrohr vor Gebrauch und 
den Blutkolben der Pumpe vor der Evakuierung mit Fluornatriumlösung 
zu waschen. 


Zum zweiten Punkt ist zu bemerken, daß nicht bloß Pferdeblut, welches 
aus diesem Grunde, wie gesagt, zu gasanalytischen Arbeiten außerordent- 
lich schwer zu gebrauchen ist, schnell sedimentiert, sondern daf) auch das 
Blut anämischer Patienten sowie von Hunden, Katzen, Kaninchen nach 
Blutverlusten sich oft so schnell absetzt, daß es nur mit großer Mühe 
und durch kurz vor der Entnahme der Probe noch einmal wiederholtes 
kräftiges Schütteln gelingt, gleichmäßig gemischte Blutproben zur 
Analyse zu bringen. Daher ist das Einfüllen solchen Blutes in die 


‚Pumpe aus einer Bürette oder durch teilweise Entleerung einer Pipette zu 
g j 


widerraten. 

Bei der Überführung in die Pumpe ist zu bedenken, daß bei der Ver- 
drängung des Blutes aus dem Meßrohr durch Quecksilber nur Spuren von 
Blut an der Wand haften bleiben dürfen, weil die Aichung ja sonst un- 
richtig ist. Manche Autoren gehen daher so vor, daß sie das Blut aus 
dem Meßrohr nicht durch Quecksilber verdrängen, sondern in einem durch 
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zwei Schwanzhähne abgeschlossenen langen Rohr oder einer Kugel ab- 
messen. Die Kugel oder das Rohr sitzen mittelst Schliff dem Schaum- 
kolben auf. Der Dreiweghahn an ihrem unteren Ende gestattet Einfließen 
des Blutes, eventuell direkt aus der Ader: Man läßt die ersten mit der Luft 
in Kontakt gewesenen Anteile des einströmenden Blutes durch den oberen 
Hahn abfließen, schließt dann diesen und befördert durch Drehen des 
unteren Hahnes das Blut m die Pumpe. Man öffnet den unteren Hahn 
erst, nachdem man das Verbindungsstück bis an den unteren Hahn heran 
ausgepumpt hat. Das Blut fließt zum Teil in den Entgasungskolben, zum 
Teil bleibt es in dem Meßrohr zurück, die letzten Reste werden aber 
nach Kondensierung von Wasserdampf durch Abkühlen des Rohres von 
außen bei dann folgender geringer Erwärmung durch heißes Wasser und 
kurz dauernder Öffnung des Hahnes in die Pumpe eingesaugt. Man kann 
auch mit frisch ausgekochtem Wasser nachspülen. Doch ist dann die Über- 
führung mittelst Quecksilber bequemer und bei vorsichtigem Arbeiten 
auch genau. 

Ad 3: Die Gasgewinnung muß schnell geschehen, so dali durch zwei Ent- 
leerungen der Pumpe schon etwa 95°/, des gesamten Gases dem Blut ent- 
zogen und außer Kontakt mit ihm gebracht sind. Dazu ist zunächst nötig, 
dab das Blut Raum hat, in dem auf 40° erwärmten Entschäumungskolben 
hoch aufzuschäumen, und der Kühler muß so gut kondensieren, daß der 
Schaum im Kolben nicht antrocknet. Aus diesem Grunde sind auch, wie er- 
wähnt, vor Beginn des Versuches etwa 50 em? ausgekochten Wassers einge- 
füllt worden. Sodann muß die Pumpe genügend Raum bieten, um die großen, 
bei der in der Wärme schnell verlaufenden Dissoziation sofort entbundenen 
(rasmengen zu fassen, und einen sehr gut funktionierenden Trockenapparat 
haben, der den Wasserdampf zurückhält. Öffnet man den zwischen Ent- 
schäumungskolben nebst Kühler und dem Trockenapparat befindlichen Hahn, 
so stürzt das (Gras nebst Wasserdampf unter zischendem Geräusch in den 
trockenen Pumpenkolben. Dabei passiert es mehrere mit Schwefelsäure und 
Glasperlen gefüllte Gefäße, die den allergrößten Teil des Wassers zurück- 
halten müssen. Sind Trockenvorrichtung und Kühlung nicht genügend, so 
erzielt man infolge zu hoher Wasserdampfspannung im Pumpenkolben nie- 
mals ausreichendes Vakuum. Aus dem weiten Raum, der durch Heben der 
Quecksilberkuge! resp. Hochdrücken des Quecksilbers mit Quecksilber ge- 
füllt war und nun völlig entleert ist, treibt man sofort mit der ersten Ent- 
leerung 90°/, der gesamten Blutgasmenge durch ein langes Kapillarrohr 
in ein Meßrohr. Die zweite Entleerung der Pumpe nach zweimaligem Öffnen 
des Hahnes kann 3—4 Minuten nach der Entnahme des Blutes aus dem 
Tier vollendet sein. 

Die vollkommene Entgasung wird beschleunigt, wenn man nach 
etwa 15 Minuten und mehrfacher Entfernung der entbundenen Gase den 
Blutkolben mit etwa 30cm? kalt gesättigter Borsäure (auf 20 cm® Blut) 
füllt (Bohr). Doch führt sowohl Erwärmen weit über 40° wie Säurezusatz 
vor Entfernung der Hauptmenge des Sauerstoffs infolge Umwandlung 


er 


- Biologische Gasanalyse. 671° 


des Oxyhämoglobins in Met- bzw. Acidhämoglobin zu Fixierung des 
Sauerstoffs in nicht auspumpbarer Form. Nach korrekt ausgeführter Ent- 
gasung soll nur reines Hämoglobin vorhanden sein, das die gleiche O,-Menge 
wie zuvor bindet. 
Über die Bedeutung, welche Undichtigkeit der Pumpenhähne und 
Eindringen kleiner Mengen Luft für die Genauigkeit des Resultats hat, 
sind die Ansichten noch geteilt: Da Bohr glaubt, daß der Stickstoff im 
Blut nicht rein physikalisch absorbiert ist, sondern nach chemischen Ge- 
setzen gebunden wird, so kann er von dem durch Auspumpen erzielten 
Stickstoffquantum nicht, wie Zuntz und seine Schüler tun, ohne weiteres 
das in der verwendeten Blutmenge „physikalisch absorbierte“ Quantum 
abziehen, um die eingedrungene Sauerstofimenge aus der so gefundenen 
Luftstickstoffmenge zu berechnen, sondern er muß verlangen, daß die Pumpe 
während der Zeit der Blutentgasung absolut dicht schließt. 
Nimmt man aber mit Zuntz an, daß der Stickstoff rein physikalisch 
absorbiert wird, so macht ein Eintritt von geringen Luftmengen keinen 
Fehler, wofern man das Ende des Versuches, d. h. Auf- 
hören der Gasentwicklung, noch richtig beurteilen konnte. 
Häufiger kommt es allerdings meines Erachtens vor, dab 
man das Blut zu lange im Kochen erhält, da scheinbar 
immer noch kleine Gasmengen aus dem Blut entweichen, 
die jedoch in der Tat von außen immer wieder eindringen. 
Der Versuch dehnt sich so unnötig lange aus. Hat man %& 
einen die physikalisch absorbierte Menge übersteigenden 2 Fig. 222. 
Stickstoff gefunden, so zeigt das Mehr an, wieviel Luft 

eingetreten ist. Unter der Voraussetzung, dal diese Zimmerluft keine 
erheblichen Mengen Kohlensäure enthält, kann man aus dem Stickstoffgehalt 
den eingedrungenen Luftsauerstoff aus dem Verhältnis 79'2:20'7 leicht 
berechnen und von der gefundenen Sauerstoffmenge in Abzug bringen. 

Immerhin glaube ich, daß es richtiger ist, jede Undichtigkeit da- 

durch zu vermeiden, daß man, wie Barcroft u. a, getan, alle Schliffe mit 
einem Außenmantel umgibt, in welchem Quecksilber eingefüllt wird. Das 
schließt aber in sich, daß kein Schliff horizontal liegen darf, sondern 
daß alle Schliffe vertikal aufrecht stehen müssen (siehe Fig. 222). 
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Die Genauigkeit der Gaspumpenmethodik. 


Die Genauigkeit der Pumpenmethode hängt also ab von den Fehlern 
bei dem Auspumpen des Blutes und von Ungenauigkeiten bei der Abmessung 
und Gewinnung der Blutproben, bevor man sie in die Pumpen überführt. Da 
diese Fehler nicht im einzelnen zahlenmäßig zu belegen sind, soll hier nur 
nochmals auf die durch fehlerhaftes Arbeiten des Pumpenmechanismus selbst 
hervorgerufenen Ungenauiekeiten Bezug genommen werden. Bohr nimmt 
an, dab diese 0'25°/, des Wertes, d. h. für 20 Vol.-°/, Sauerstoff = 0'05 em® 
betragen darf. Haldane fand mit der Bohrschen Pumpe (siehe S. 680) in 


Abderhalden, Handbuch der biochemischen Arbeitsmethoden. III. 43 
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drei Doppelbestimmungen des Sauerstoffgehalts von arteriellem Blut in 
maximo 0°05°/,. Bareroft erhielt in seiner Pumpe (siehe S. 681) bei Ver- 
wendung von 9—15 cm® defibriniertem Blut: 

Kohlensäure . . . . .  . zwischen 30'33—30'6, d.h. 0'3°%/, Differenz 
Sauerstoff . . y LIT BEAT, 4 
oder 1°/, der Kohlensäuremenge und 1'5°/, der Sauerstoffmenge. [Dabei 
waren die u sen in dem Baldimeschen Apparat (Fig. 201) gemacht.] 


Fig. 223. 


Bei der Prüfung von mehreren Pumpen mit verschieden großen Ent- 
schäumungskolben fand Barcroft für Blutmengen zwischen 27 und 10°1 cm® 
Differenzen im Sauerstoff von 0'3 oder 5°/, des Gasvolums, für Kohlen- 
säure von 0'4—0'5 oder 1-—2'7°/, des Gasvolums. Doch lassen sich aus 
seinen Arbeiten zahlreiche, noch erheblich bessere Resultate entnehmen. 
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Ich selbst erhielt in fünf, allerdings an zwei aufeinander folgenden 
Tagen, vorgenommenen Vergleichsanalysen von defibriniertem Hundeblut 
bei im Mittel 25°48°/, Sauerstoff eine Maximalabweichung von minus 1'32 
und plus 0°59, oder in maximo etwa 6°/, des Blutvolums. Doch war gerade 
die eine am meisten abweichende Analyse erst am folgenden Tage ge- 
macht und das Blut über Eis aufbewahrt worden. 


Analyse der Blutgase. 


Die Genauigkeit der gasanalytischen Methodik hängt teils von der 
Genauigkeit der Ablesung, teils von der Exaktheit der Absorption von 
Kohlensäure und Sauerstoff oder Kohlenoxyd ab. 

Geppert hat in seiner klassischen Monographie über Gasanalyse (Ver- 
lag Hirschwald, 1885) die Aunsensche Methodik sehr verbessert (siehe 8. 601 
u. 624) und ihre Anwendung für biologische Zwecke geprüft. Er hat ihr, 
wie schon auf 5.579 erwähnt, in Anlehnung an Regnaults Verbesserungen 
der gasanalytischen Methodik eine Form gegeben, die mit einigen un- 
wesentlichen Abänderungen auch heute noch in einigen Laboratorien zur 
Anwendung gelangt. 

Die Fig. 223 zeigt den in dem Zuntzschen Laboratorium früher ver- 
wendeten Apparat: In einer auf drei Eisenfüßen ruhenden eisernen 
Quecksilberwanne A steht ein 1’1m hoher und etwa 40cm weiter Glas- 
zylinder. Er hängt oben in einem Ring R, der mit Hilfe zweier über 
Rollen laufender (rewichte y und Führungen in zwei bis nahe an die 
Decke des Raumes reichenden Eisenröhren # leicht bewegt werden kann und 
bei Anziehen an den Gewichten g den Zylinder nach der Decke zu hinauf- 
zieht. Aus der Quecksilberwanne A münden durch drei mit Gummistopfen 
verschlossene Ansatzstutzen ein Fülltrichter N und zwei U-förmig gebogene 
Glasrohrleitungen, von denen die eine « in ein Kapillarröhrehen übergeht und 
ein kleines Entwicklungsgefäß für Knallgas e trägt, während die zweite b 
eine Verbindung zu dem Wasserstoffentwicklungsapparat C besitzt. Zwischen 
den Eisenröhren # hängt ein drittes, etwa halb so langes Rohr D an einer 
beweglichen Scheibe F. Sie trägt sechs Aufhängungsvorrichtungen mit kleinen 
Rollen r, über die dünne Drähte führen zur Befestigung je eines Geppert- 
schen Eudiometers von 15 bzw. 10mm Querschnitt. In der Mitte zwischen 
ihnen hängt ein aus zwei oben und unten zu einem weiteren Rohr sich 
vereinigenden Röhren bestehendes nasses Barometer 2. 

Die Ausführung der Analyse geschieht so, daß nach Füllung der 
Wanne A mit Quecksilber und Einhängen des Barometers 2, an dem ein 
feines Thermometer befestigt ist, die Eudiometer eingehängt werden, alles 
bei hoch darüber frei hängendem Glaszylinder. Nun wird der Glaszylinder 
in einen die Quecksilberwanne A ringförmig umgebenden besonderen Queck- 
silberbehälter eingesenkt und mit stubenwarmem Wasser gefüllt. Die Dich- 
tung übernimmt das Quecksilber. Glaubt man, daß die Temperatur in 
den Eudiometern gleichmäßig geworden ist, so beginnt man die Ablesung 

43* 
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mit Hilfe eines etwa 2m entfernt aufgestellten Kathetometers K mit zweı 
Fernrohren, von denen das obere zur Ablesung des Barometermeniskus 
immer in gleicher Höhe fixiert bleibt, während das untere zur Ablesung 
der Quecksilbermenisken in den Eudiometern dient und daher je nach 
der Höhe der Menisken verschieden hoch eingestellt wird. Um die Eudio- 
meter im Wasser hängend so verschieben zu können, daß sie gut abgelesen 
werden, ist dann noch eine Vorrichtung V zum Drehen der Scheibe F er- 
forderlich, die von dem Punkt aus in Tätigkeit gesetzt werden kann, 
von welchem aus die Ablesung stattfindet. 

Verwendet man 10cm: Blut, so kann man auf etwa Dcm3 Ge- 
samtgas rechnen. RE selbst hat die Genauigkeit seiner Methodik bei 
Luftmengen zwischen 25 und 1'3cm3 geprüft und gezeigt, dab man bei 
diesen kleinen Mengen von Luftsauerstoff Differenzen zwischen 20°5 bis 
20°9°%/,, d.h. 0:01 cm® bei genauester Arbeit zu erwarten hat. Aber schon 
dem Auge nicht einmal sichtbare kleine Schrammen in den mehrfach be- 
nutzten Eudiometern können genügen, um größere Fehler zu bewirken. 
So erhielt er in einem solchen Rohr Werte bis herunter zu 20:12 und 
20°29. Der Grund liegt in der durch diese Schrammen fehlerhaft gewor- 
denen Kalibrierung (vgl. 8. 624). 

Sehr viel bequemer ist der Analysenapparat von A. Loewy (siehe 
Fig. 187). In ihm ist in dem „Thermobarometerrohr“ ein Luftquantum ab- 
gemessen, das bei 0° und 760 mm und Trockenheit genau 10 cm3 beträgt. 
Das in einem Sammelrohr mit Hahn (r) angesammelte Blutgas wird in das 
Meßrohr eingeführt unter Ablesung der umgebenden Wassertemperatur, 
darauf in das Sammelröhrchen zurückgeführt und eine kleine Menge starker 
Kalilauge unter Quecksilber hineingetan, die Lauge und das Gas durch 
Heben und Senken des Niveaurohrs in dem Meßrohr bei offenem Hahn A, 
mehrfach hin und her geführt und der Kalilauge dabei eine große Ober- 
fläche zur schnellen Absorption der Kohlensäure gegeben. Man führt darauf 
das Gas in das Meßrohr zurück. Vor Beginn der ganzen Analyse war der 
kapillare Ansatz des Meßrohres »r bis zum Hahn mit Quecksilber gefüllt. 
Jetzt muß er bis an den Hahn mit der Lauge gefüllt sein, denn die 
Kalibrierung des Analysenrohrs B erstreckt sich auf den Inhalt des Rohres 
einschließlich Hahn 4, und verbindendes Kapillarröhrchen bis zu Hahn #,. 
Nachdem das kohlensäurefreie Gas abgelesen ist, führt man es in die Ab- 
sorptionspipette Ow, in der sich ammoniakalische Kupferlösung mit Kupfer- 
drahtnetzen befindet. Nach etwa 10 Minuten wird es zurückgeholt, noch einmal 
bei nach dem Meßrohr r hin offenen Hähnen 4, und X, im Meßrohr r auf und 
ab bewegt, um die in den Kapillarräumenn enthaltene Gasmenge, die noch nicht 
vom Sauerstoff befreit ist, durchzumischen, nochmals in die Kupferlösung bei 
Cu gebracht, nach wenigen Minuten heruntergelassen und jetzt vor der end- 
gültigen Ablesung zur Entfernung der zwar geringen, aber bei diesen kleinen 
Gasmengen doch bedeutungsvollen Ammoniakmenge in dem Meßrohr noch- 
mals auf und ab geführt. Es ist die Regel, daß man immer zur Kontrolle 
Doppelablesungen bei verschiedenem Stand der Niveaukugel macht. 
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Beispiel. 


TB = Thermobarometerrohr. B = Meßrohr. 7’ = Temperatur. 


Ablesung 1. Ablesung 2. 
TB —19%6 | Br TB | ER 
B —_240 | T 1694 | B 23:39 T 16:94 


Resultat: Gesamtgas 10'595 em? ‘ Resultat: 10'593 cm’ 
TB — 20:40 TB —21'07 \ 


-QA0 qm +ANd 

B 17] 716% Fr 
Resultat: Kohlensäure 7'259 cm? Resultat: 7260 em? 

TB —23°97 2 TB —2530] „ * 

6 0 

B 69 | ae | B 690 EIER 
Resultat: Sauerstoff 1'414 cm? | Resultat: 1'400 cm? 


Berechnung: N 3:335 = 31'48°/, 0, 

een 34%, 0, 

Ebenso bequem zur Analyse von Blutgasen ist der Apparat von 
Haldane (Fig. 201), der auf S. 587 schon beschrieben worden ist. Er bietet 
‚bei gleicher Schnelligkeit der Arbeit die Annehmlichkeit, daß er weniger 
leicht zerbrechlich ist als der eben genannte und dal) die Berechnung des 
Resultats dadurch, daß nach Pettersonschem Prinzip jede Umrechnung 
auf Änderungen des Thermobarometers wegfällt, in wenigen Minuten ge- 
macht ist. Man hat also die nicht zu unterschätzende Annehmlichkeit, 
sofort das Resultat der Analyse zu kennen. 


Beispiel. 
Pemksigtitest im Appatät . =. 0... ,.. 0... 3092 cm? 
Barrhiigan:, 20a Pe. te. 7994 „ 
nach Kohlenabsorption ........ er Sab08. ; 
nach Sauerstoffabsorption . ....... 134307, 


Werte nach Korrektur der Kaliber: 


a 35 13. 0 N ee nn, Er Eye? 
Be 5. SUR een co. ; A Le 
BEN Kohlonsäure. „ZL EEE  r n 4600 „ 
er Banerstoft-".; ; Re ‚3'426 „ 


Daraus ergibt sich: 


re - su Hd A ee nn dual So 4'886 cm? 
2 ERE  . £. 1 BEA A 3378 „ 
NE N ir 2 114%, 
a 2 en 0'334 „ 


Nach Pettersonschem Prinzip zur Blutgasanalyse eingerichtet ist der 
Fig. 182 abgebildete Apparat von Bohr-Tobiesen. 
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Hat man die Temperatur des Wassers im Wassermantel zu Anfang 
bestimmt und den jeweiligen Barometerstand abgelesen, so kann man mit 
Hilfe der Landolt-Börnsteinschen Tabelle Nr. B (8.590 ff.) die Gasmengen 
auf 0° und 760 mm reduzieren. 


Vergleich der Genauigkeit der analytischen Methoden. 


Für kleine Luftvolumina hatte Geppert als maximale Ablesungs- 
fehler bei Ablesung ohne Wassermeniskus (wie es bei dem dem Blut ent- 
zogenen Gasgemisch geschieht), 0'16°/,, mit Wasser- oder Laugenmeniskus 
{wie es nach Absorption der Kohlensäure und vor und nach Explosion 
bei Bestimmung des Sauerstoffs geschieht) 0.05 —0'11°/, des Gasvolumens 
angegeben. Kontrollablesungen zeigten gewöhnlich in Eudiometern von 18 mm 
Weite Differenzen unter 0'053 cm? (= 0'0l em der Skala des Rohres). Im 
allgemeinen stimmen die Ablesungen kleiner Gasmengen im 10 mm-Rohr 
auf 0'002 cm’. Grobe Gasmengen werden im weiten (18 mm) Rohr ebenso 
genau wie im engen (10 mn) bestimmt. 

Bei Verwendung von lange Zeit im Laboratorium gebrauchten Eudio- 
metern gelingt es nicht leicht, diese Genauigkeit vollkommen zu erreichen. 
So verwandten A. Bornstein und F. Müller entsprechend den Befunden 
bei Blutgasanalysen 6—12 cm? eines Gemenges von 30°/, Kohlensäure, 
4°/, Sauerstoff und 66°/, Stickstoff. In den Ablesungen wurden sie durch 
mehrere Kollegen, die darin ebenso geübt waren, unterstützt und kon- 
trolliert. Sie fanden in Eudiometern von 12 mm Durchmesser als maxi- 
male Ablesungsfehler: 


Prozent des 


Gasvolumens 
Für das Gesamtgas (Quecksilbermeniskus) OS —UNEE 
Nach Kohlensäureabsorption (mit Laugenmeniskus) . . 022 
Nach Zugabe von Wasserstoff (Laugenmeniskus). . . . 0:06 
Nach Explosion (Laugenmeniskus) .. - -. » ... „2... 0:07 


Unter der Annahme, dal aus 12 cm? Blut 5'52 cm? Gas ausgepumpt 
sein mögen, ergibt sich aus diesen möglichen maximalen Ablesungsfehlern 
als mögliche maximale Differenz: 


Für Kohlensäure . . . . .. 0:56°/, des Blutvolumens 
DaWerstoll 2 „. 7... .ı-..r 002% e 
SUCKStOIE ... ...... u...1.0400 ® 


Allerdings ist hier als ungünstigster Fall angenommen, daß ein sauer- 
stoffarmes Blut vorlag. Man sieht, daß schon diese möglichen Ablesungs- 
fehler eine nicht unbeträchtliche Differenz in Kohlensäurewerten, dagegen 
eine sehr geringe in den Sauerstoffwerten zur Folge haben können, und 
daß für den Stickstoff eine Unsicherheit von 0°4°/, methodisch möglich ist. 

Die folgende Tabelle zeigt einen Vergleich der Genauigkeit der drei 
genannten Methoden bei der Analyse so kleiner Mengen willkürlich ge- 
wählter Gasgemische. 
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Tabelle A. 


Gas- Methode von: 
mischung ——) EEE, 
Nr. Bunsen-Geppert Haldane Loewy 
u co 201 2184 2218 
0, 6985 6975 6979 68:62 
II 00, 238679 2679 26:66 
0, 53:15 52:97 52:87 
IV co, 58:93 59:62 58:93 59:49 58:99 59:00 
V co, 56:54 56:31 5672 5640 5647 
Ö, 28:68 28:82 28:86 29:10 28:59 
VI Co, 31:99 3136 31:68 31:16 31:59 
Ö, 5434 54.34 54:59 5486 5434 


Wir sehen, daß die soviel leichter zu handhabenden Methoden von 
Loewy und Haldane bei der Analyse kleiner Blutgasmengen an (Grenauig- 
keit hinter der @eppertschen Methodik für die Bestimmung der Kohlen- 
säure sicher nicht, für die Bestimmung des Sauerstoffs nicht erheblich 
zurückgestanden haben. 


Die verschiedenen Blutgaspumpen.!) 


Die verbesserte Pflügersche Pumpe nach Zuntz. 


Die folgende Figur 224 zeigt den freistehenden Apparat, der be- 
quemer noch so montiert wird, daß der Gummischlauch 13 fehlt, und statt 
dessen ein kurzes weites Rohr Fallrohr 7 und Quecksilbergefäß 7 verbindet 
(siehe Fig. 226). Durch die Berührung mit Gummi wird das Quecksilber 
stets mit der Zeit unsauber. 

Ist die Pumpe vollkommen mit Luft gefüllt, so entleert man die wasser- 
haltige Schwefelsäure in 75 vermittelst Heber durch Hahn /, befeuchtet 
die 2 Rohre des Trockenapparates 8, und £, mit frischer Schwefelsäure, 
die man auch in Kugel 74 füllt, bringt in 70 etwa 30—50 em destilliertes 
Wasser, fettet alle Hähne frisch und entleert die Pumpe bei geschlossenem 
Hahn d zunächst durch eine Wasserstrahlpumpe,. öffnet d kurze Zeit usf. 
und entfernt nur die letzten Spuren Luft etwa von 10 mm Druck ab bei 
30° durch Heben und Senken der Quecksilberkugel 7. Solange man nicht 
bei niedrigem Druck angekommen ist, muß man sowohl Heben wie Senken 
sehr vorsichtig vornehmen, da bei schnellem Heben die auszutreibende 
Gasmenge mit großer Gewalt plötzlich durch das Kapillarrohr 3 entweicht, 
das Quecksilber plötzlich nachstürzt und die Pumpe an der Stelle » durch 
den Anschlag zerschlägt. Beim zu schnellen Senken der Kugel andrerseits 
stürzt die in dem Trocken- und Entschäumungsapparat (8—10) befindliche 
Luft plötzlich in das in 2 gebildete Vakuum und reißt das Quecksilber 
mit großer Gewalt in die Höhe, die Pumpe bricht dann am Punkt «x oder 2 
Eine völlig entleerte und mit gut gedichteten Hähnen (durchscheinend bei 


!) Allgemeines über Hg-Pumpen siehe dieses Handbuch, Teil 11, 5. 141, 
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Drehung) versehene Pumpe muß über Nacht ihr Vakuum so halten, dab 
das Quecksilbermanometer sich nicht ändert. 

Es sind dann immer noch einige Gasblasen zu entfernen, die aber 

durch zwei- oder dreimaliges Entleeren beseitigt werden. Handelt es sich 

um die Untersuchung lebenden 

K Blutes, so verbindet man nun 

m durch einen engen Gummi- 

schlauch mit der Arterie und 


ae füllt, je nach der Größe des 
& mt Tieres oder der gewünschten 
e., 49 . Blutprobe, entweder nur Kugel 77 


I: von 7 cm Inhalt oder auch die 
. ß m obere von 10 cm3 mit Blut. Nach- 
Fe 4 dem die ersten Tropfen durch 
"| den oberen Hahn weggeflossen, 


wird oben geschlossen und die 
Kugeln durch Drehung von 
Hahn « mit dem Vakuum in 70 
in Verbindung gesetzt. 
Arbeitet man mit Hirudin- 
oder defibriniertem Blut, so ver- 
bindet man das Bilutmeßrohr 
(Fig. 220) durch Rohr IV und 
ein kurzes: Schlauchstück (ka- 
pillar, dicke Wandung, Glas an 
Glas) mit dem Ansatzstutzen m, 
öffnet Hahn III (Fig. 220) nach 
IV hin, dann Hahn « kurze 
Zeit und entleert, während der 
Assistent das Rohr hält, durch 
zweimaliges Heben die in dem 
Verbindungsraum vorhanden ge- 
.. wesene Luft. Bei tiefstehendem 
> Quecksilberkolben 2 (wie m 
Fig. 224) und auf 30° erwärmtem 
Wasserbad 1/2, in dem das 
Wasser tierer als die Blutober- 
fläche im Kolben steht, wird das 
Blut in kleinen Portionen vom 
Hahn I/II (Fig. 220) aus durch 
m, a, c in 10 einfließen gelassen (Regulierung bei a). Es wird sofort tiei- 
violett. Das Quecksilber strömt aus der Füllkugel V/7 im das Meßrohr 
nach, bis es den Hahn I/// erreicht. Darauf schließt man ab, läßt die 
an der Wand haftenden Blutreste sich etwa 30 Sekunden lang ansam- 
meln (das Meßrohr wird möglichst senkrecht gehalten), öffnet Hahn «a 
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wenige Sekunden und läßt das Quecksilber den letzten Rest Blut sowie 
die im Verbindungsteile befindliche Blutmenge übertreiben. Nachdem man 
dies noch ein- oder zweimal wiederholt hat, entfernt man nach Verschluß 
der Hähne a und /// das Blutmeßrohr. Der Ansatzstutzen m ist nun voll- 
kommen mit Quecksilber gefüllt. 10—20 cm Blut sollen in 1 bis 2 Minuten 
-  übergefüllt sein. 

Während des Überfüllens wird die Verbindung von Entschäumungs- 
apparat und Pumpe, Hahn d, schon einige Male für einen Moment geöffnet. 
Durch kurzes Öfinen des Hahnes d läßt man jetzt das Gras durch den ganz 
kalten Kühler 9 und den Trockenapparat $ in 2 ein, schließt Hahn d und 
treibt das Gas durch Heben des Quecksilberkolbens 7 aus der Pumpe aus 
in Rohr 4. Das wird 2—-3mal wiederholt. Dabei muß das Trockenrohr 8t, 
immer kühl bleiben, während 8z,, in der oberen Hälfte bei Einströmen des 
wasserdampfgesättigten Gases warm wird. Je nach Bedarf läßt man aus 14 
einige Tropfen frischer Schwefelsäure einfließen. Man kocht etwa 10 Minuten 
weiter bei 30°, entleert, läßt ausgekochte heiße Borsäure durch m einfließen 
und wiederholt während ca. 30 Minuten in Zehnminutenintervallen die Ent- 
leerung. Hat die Pumpe gut geschlossen, so gehen jetzt höchstens ein oder 
zwei kleine Bläschen durch das Kapillarrohr 3 in # hinein. Man schließt 
dann den Versuch nach etwa ®/, Sunden ab. Will man sicher sein, daß 
die Kohlensäure vollkommen entfernt wird, so empfiehlt es sich stets, nach 
der ersten Auspumpung einige Kubikzentimeter kochender, gasfreier, etwa 
10%/,iger Phosphorsäurelösung oder gesättigter Borsäure einzulassen und 
nach Entfernung der Hauptgasmenge, noch höchstens 20 (im ganzen 
45) Minuten bei 30—40° zu belassen. 

Kohlenoxyd wird schwerer aus dem Blut entfernt. Man macht das 
Blut durch Erwärmen in destilliertem Wasser im Kolben bei 30° voll- 
kommen(!) lackfarben und läßt durch m einige Kubikzentimeter ausge- 
kochter, frischer, gesättigter Ferricyankaliumlösung nachströmen. Dann 
führt man nach mehrfacher Auspumpung 20°/,ige Weinsäure oder Phos- 
phorsäure ein. 


Die Pumpe von Bohr (Fig. 225). 


Diese Einrichtung hat den Vorzug, daß das Quecksilber automatisch 
durch Wasserdruck , je nachdem man Hahn a oder 5 öffnet, hochgedrückt 
und abgelassen werden kann und so dauernd sauber bleibt. Die Trocken- 
vorrichtung sowie der Entschäumungsapparat sind kleiner. Für größere 
Blutmengen empfiehlt es sich mehr, die Form des Zuntzschen Apparates 
anzuwenden, der jetzt so eingerichtet ist, daß das Steigrohr % (Fig. 224) 
in eine Flasche mit Quecksilber führt, in dem das Hg durch Preßluft ge- 
hoben wird und beim Ablassen desselben in die Flasche zurücksinkt. 

Bohr empfiehlt, bei Einlassen des Blutes zunächst nicht zu erwärmen, 
dagegen durch Drehen im Hahn » den Blutkolben bei offenem Hahn » 
und geschlossenem Hahn tzu schütteln. Hahn £ wird nur vorübergehend 
geöffnet. 


a 
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Die Blutgaspumpe von Bareroft 


hat schon in ihrer älteren Form (Fig. 226) erhebliche Vorzüge vor den 
beiden genannten. So ist sie bis an die Verbindungsstelle x an der Wand 
fest montiert und außerdem durch die federnden Glasverbindungen 3 und 
C weniger leicht zerbrechlich als die anderen und ebenso bequem zu hand- 

haben. Kühlraum N und @ werden 
mit Eis-Kochsalzmischung gefüllt, 
so daß die dazwischen passierenden 
Gase sehr wasserarm in das 
Schwefelsäuregefäß FD, E gelan- 
gen. Um das Stoßen des Blutes zu 
verhindern und gleichzeitig das 
Schütteln des Blutkolbens, wie Bohr 
es empfiehlt, unnötig zu machen, 
y hat man in den mit etwas aus- 
gekochtem Wasser gefüllten 
Schäumungskolben Ä einige Rea- 
genzglassplitter getan. Alle Hähne 
sind durch Quecksilber nach außen 
geschützt. Verbesserungsfähig er- 
scheint nur eine Vorrichtung bei ©, 
die das Blutmeßrohr Fig. 220 anzu- 
bringen gestattet, statt Verwendung 
des abgebildeten Meßrohres P ohne 
tuecksilberverdrängung. Schliff x 
ist dadurch fest geschlossen, daß 
der Kolben X nebst Kühler M 
durch einen Halter festgehalten auf 
dem Wasserbade stehen und gegen 
den oberen fixierten und in C fe- 
dernden Teil des Apparates leicht 
nach oben drücken. 

Ein, wie es scheint, noch be- 
quemeres, jedenfalls viel billigeres 
Modell (Fig. 226«) hat Barerojt zur- 
zeit im Gebrauch.!) Es besitzt einen 
Trockenapparat, in dem durch Drehung des Schliffes eine immer neue H,S0,- 
Oberfläche geschaffen werden kann, und nur Kautschukstopfenverbindungen 
(schraffiert in Fig. 226), die durch Quecksilber geschützt sind. Diese Ver- 
bindung soll den Vorteil bieten, daß die Teile gegeneinander leicht beweg- 
lich bleiben und daß daher viel seltener Brüche eintreten. Das Fett zum 
Dichten der Hähne fällt ganz fort. Das Blutschäumungsgefäß ist ein Doppel- 


Fig. 225. 


!) Erscheint demnächst im Journ. of Physiol. Das Klischee wurde mir vom Autor 
freundlichst überlassen. 
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| 
Saugung ' 
| 
| 


| Druck 
ji | 


Fig. 226. 


kühler, in diesem Fall von warmem Wasser durchströmt, der Kühler ist 
eın gewöhnlicher Kühler mit innerer und äußerer Kühlung. Diese Teile 
sind überall leicht zu bekommen, so dal) kostspielige Reparaturen, besondere 
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Glasbläserarbeit fast ganz fortfallen. Das System wird zunächst = einer 
Strahlpumpe leergepumpt, dann mit der Bohrschen Quecksilberhebevor- 
richtung durch Wasserleitungsdruck. En 


Pumpe zur Entgasung kleiner Blutmengen. 


Eine Art Mikropumpe für Blut hat Dreser kürzlich?!) anknüpfend 
an Barcroft und Hamills Methode der Mikroanalyse von in Salzlösungen 
absorbierten Gasen?) veröffentlicht (Fig. 227): 

In den kleinen Becher S, der 
durch Halter Z gehalten wird, bringt 
man eine in M (Kapillare 2 mm) ge- 
messene CO-Menge durch Übertreiben 
von n aus mit UO gesättigtem Wasser 
über das in B befindliche Quecksilber. 


Fig. 226 a. Fig. 227. 


Dann saugt man 5 auf dem Kautschukpfropfen K durch Senken der 
Quecksilberkugel der kleinen Pumpe N fest, schließt den am Verbindungs- | 
rohr zu N befindlichen Hahn, füllt durch 7 eine durch Differenzwägung 


) H. Dreser, Die Bestimmung der CO-Kapazität kleiner Blutmengen. Schmiede- 
berg-Festschrift. Arch. f. exp. Pathol. Suppl. 1908. 

2) J. Barcroft and P. Hamill, The estimation of the oxygen dissolved in salt so- 
lutions. Journ. of Physiol. Vol. 34. p. 306 (1906). 
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ermittelte Blutprobe (2—3yg in !/, cm? Natriumoxalatlösung aufgefangen) 

ein, spült mit im ganzen 2cm> 0'9°/,iger NaCl nach, entfernt 5 von K 

durch Heben von N nach Verstopfen von 7, verschließt S unter Queck- 

silber durch einen Stopfen, schüttelt Blut und Gas unter Wasser 15 Minuten, 
- lüftet den Stopfen unter Quecksilber, setzt S wieder auf K und zerstört 
den Blutschaum durch Zerplatzenlassen der Blasen im Entschäumungskolben E 
- (80 em® fassend), so dal) man dann das in S angesammelte Gas nun restlos 
in eine Absorptionspipette überführen kann. 

In der Pipette wird der Sauerstoff und CO, durch 10°/,ige NaOH, 
die mit Natriumhydrosulfit und mit CO gesättigt ist, absorbiert, der Rest 
dann in M wieder gemessen. Die Differenz der zwei Messungen der (O- 
Mengen ergibt die CO-Kapazität des Blutes. 


Chemische Methoden der Blutgasgewinnung. 


Die Pumpenmethode hat sich wegen der Schwierigkeit der Handhabung, 
der leichten Zerbrechlichkeit, sowie der hohen Kosten des dazu erforderlichen 
Quecksilbers nur Eingang in einige wenige physiologische Laboratorien ver- 
schafft. Die Sauerstoff- und Kohlenoxydbestimmung mit Ferrieyankalium hat 
demgegenüber den groljen Vorzug, uns vom Quecksilber unabhängig zu machen. 
Außerdem sind die erforderlichen Apparate viel billiger und man kann 
unter Verwendung kleiner Blutmengen beliebig viele Analysen zur gleichen 
Zeit nebeneinander ansetzen. Man ist dadurch in der Lage, mehrere Kon- 
- trollbestimmungen sowie Reihenanalysen von Blutgasen kurz nach der Ent- 
nahme aus dem Tier zur Analyse zu bringen, und da die Berechnung sehr 
einfach ist, noch am gleichen Tage das Resultat in Händen zu haben. Die 
Methode beruht auf der Tatsache, daß sauerstoffhaltiges oder kohlenoxyd- 
haltiges Blut in Berührung mit Ferriceyankalium den gesamten O, bzw. 
CO beim Übergang in Methämoglobin gasförmig abgibt. Das gebildete 
Gas wird entweder durch Messung der Volumänderung bei konstantem 
Druck (Franz Müller) oder Messung der Druckänderung bei konstantem 
Volumen (Haldane, Barcroft) bestimmt. 

Die Richtigkeit der erhaltenen absoluten Werte zeigen folgende Ver- 
gleichszahlen mit der Gaspumpe (siehe auch Tab. E auf 8.698): 


Gas Blutart | Pumpe | Ferrieyanidapparat | Beobachter R 
0 Defibriniertes 177,24 %7.6,.171 : 

2 ö Barecroft 
co, | Hundeblut 13:0, 160 | 139, 132 en 
0; Defibriniertes 22-12 22:2, 21'3 Bareroft und 
co, Sehafblut 43:3 — 439 Franz Müller‘) 

Defibriniertes 9 12'8, 124. 12°5, rn 
Dr Hundeblut am 6./XII. a 12:0 ia 
Vom gleichen Hund a 

0, entnommen 11:31 9:7, 94, 97 Dieselben 


am 8./XI. 


!) Bisher nicht publiziert. 


rs 
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Andrerseits ist nicht zu verkennen, daß die Reaktion des Blutfarb- 
stoffs mit dem Ferrieyankalium noch nicht völlig geklärt ist und daß bei 
der Benutzung dieser Reaktion zur Sauerstoff- und Kohlenoxydbestimmung 
bisweilen trotz korrekter Arbeit noch unerklärliche Fehlschläge vorkomm.n. 
Das hat schon Haldane, dann ich selbst für Sauerstoff, und in letzter Zeit 
Plesch für Kohlenoxyd beobachten müssen. So besteht bei Hunde- | und 
Menschenblut große Neigung, den durch das Ferricyankalium ausgetriebenen 
Sauerstoff sofort wieder aufzunehmen, resp. den in der Luft des Apparates 
vorhandenen Sauerstoff zu verbrauchen, so daß man keine scharfe End- 
ablesung erzielt und die Resultate unsicher werden. Die Tabelle D auf 
S. 697 zeigt solche Bestimmungen an ganz frisch gewonnenem Blut. 

Haldane hatte als wahrscheinlichsten Grund bakterielle Umsetzungen 
vermutet. Da ich dasselbe bei ganz frisch dem Tier entnommenem Blut 
und sofortiger Verarbeitung bemerkt habe, da es nach Barcroft gleicher- 
weise im arteriellen und venösen Blut desselben Tieres auftritt, kann Bak- 
terienbildung bei frischem Blut jedenfalls nicht der Grund sein. Da außer- 
dem Plesch bei Kohlenoxydblut dasselbe beobachtet hat, so kann der Grund, 
wie ich glaube, nur entweder darin liegen, daß manches Blut schwer voll- 
kommen lackfarben wird (besonders Hundeblut) — und nur dann entbindet 
Ferricyankalium das ganze Gas — oder daß in bestimmten Blutarten und 
zu bestimmten Zeiten Stoffe enthalten sind, die nach Entstehung von 
Methämoglobin begierig 0, aufnehmen, sogenannte reduzierende Substanzen. 
Über die Natur derselben können wir kaum Vermutungen äußern. Interessant 
dafür ist in obiger Tabelle (S. 683) die 2 Tage auseinander liegende Ver- 
suchsreihe am gleichen Hund, die am 6./XII. tadellos mit der Pumpe 
stimmende Zahlen, am 8./XI. 10°/, Differenz ergab. 

Diese Fehler sind allerdings für die absoluten Mengen bedeutungs- 
voll, aber glücklicherweise für relative Bestimmungen, d.h. für den Vergleich 
des arteriellen und venösen Blutes des gleichen Tieres unter verschiedenen 
Umständen bedeutungslos, da Barcroft in seinen zahlreichen Analysen ge- 
funden hat, daß sowohl das arterielle wie das venöse Blut mit den gleichen 
Fehlern behaftet ist. Sie sind ganz vermieden bei der neuesten soge- 

nannten Differenzmethode von Barcroft (siehe später). Um die Unsicher- 

heit, daß das Blut nicht völlig lackfarben ist, zu umgehen, wird neuerdings 
von Krogh und Bohr Saponin oder Sapotoxin empfohlen. So kann man 
sogar Vogelblut lackfarben bekommen. Es muß sich zeigen, ob dann doch 
noch die genannten Differenzen auftreten. 

Wenn man daher auch zugeben muß, daß die Ferrieyanidmethode 
gewisse (refahren in sich birgt, so ist sie doch so ungemein viel bequemer 
als die Pumpenanalyse und für Reihenuntersuchungen allein brauchbar, daß 
man sie möglichst ausgiebig für biologische Fragen verwenden sollte Man 
wird sie aber, wenn es auf die absolute Menge ankommt, durch die Queck- 
silberpumpe kontrollieren müssen und die Untersuchungen nicht am Hunde 
allein zu machen haben, da gerade das Hundeblut solche Abweichungen 
relativ oft aufweist. 
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Die verschiedenen Ferrieyanidapparate und ihre Handhabung. 


A. Der Apparat von Haldane in der neuesten Form nach Bareroft. 


“ Der Apparat besteht, wie die Fig. 228 zeigt, aus zwei genau gleichen, 
mit Millimeterteilung versehenen Kapillarröhrehen, die auf einem Brett 


nebeneinander montiert sind und unten 
durch zwei kapillare Schlauchstücke m 
und » und ein gläsernes U-Rohr p 
(Fig. 229) miteinander verbunden sind. 
Auf die Schlauchstücke wirkt eine fein 
arbeitende Schraubenvorrichtung BC 
und verändert den Stand des in den 
Kapillaren befindlichen Wassers. An 
einem älteren Modell befindet sich an 
Stelle von m, » und p ein kleines birn- 
förmiges Glasgefäl), in dem vermittelst 
Gummistopfens die beiden Manometer- 
röhren fest stecken. An ihm ist ein 
schwarzer Kautschuksaugpfropfen 
(„Schnuller“) festgebunden, auf den 
dann BC einwirken, nachdem alles 
luftfrei mit Wasser gefüllt ist. Mir selbst 
erscheint diese ältere Anordnung prak- 
tischer als die abgebildete. Doch muß 
der Saugpfropfen recht weich sein! Die 
eine der Manometerröhren / steht oben 
in Verbindung mit einem T-Hahn A, 
dessen oberer Stutzen in ein U-förmig 
gebogenes gläsernes Kapillarstück U 
übergeht. Es trägt ein dünnes Gummi- 
stück a, an dem das sogenannte Schüttel- 
gefäß befestigt ist. Dieses besteht aus 
einem dünnwandigen Glaskölbehen K 
von etwa 35 cm® Inhalt mit eingeschlif- 
fenem Glasstopfen $, dessen Mitte von 
einem Glasrohr durchsetzt ist. Das 
Glasrohr hat unten eine Öffnung x und 
läuft in einem Schälchen A mit etwa 
lcm® Faßraum aus. Die Schale muß 
leicht durch den Hals des Fläschehens 
geführt werden können. Die Ausführung 
der Analyse gestaltet sich folgender- 
maben : 


Man füllt die Teile m, p, n mit Wasser oder nach einem Vorschlage 
von Brodie mit einer Lösung von Gallensalzen vom spez. Gew. 1'054 
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(der Atmosphärendruck beträgt dann 10.000 mm dieser Lösung). Die Ka- 
pillarrohre müssen aufs sorgfältigste durch Kochen mit Chromsäure und 
Schwefelsäure gereinigt sein, so daß beim Spielenlassen der Schraube B das 
Wasser sich in beiden Kapillaren vollkommen gleichmäßig bewegt, ohne 
daß Tropfen in dem darüber stehenden Teil der Kapillaren hängen bleiben. 
Auf diese Vorschrift muß sorgfältig geachtet werden, da schon minimale 
Verunreinigungen, kenntlich durch solche Tropfenbildung, die Resultate voll- 
kommen wertlos machen. Hahn 4 ist leicht gefettet. In den Schlauch- 
ansatz « hat man den im Schliff gut gefetteten Glasstopfen $ gesteckt. 
In das Schälchen % des Schüttelgefäßes füllt man 0'3 cm3 einer heiß ge- 
sättigten und abgekühlten, nicht über etwa zwei Monate alten Lösung 
von rotem Blutlaugensalz. N 

Der ganze Apparat hängt durch einen Metallbügel A frei an einem 
zwischen zwei hölzernen Winkelstücken horizontal ausgespannten Draht 
oder einer festen Schnur. 


Aus der gegen die Luft durch ein Natronkalkrohr abgeschlossenen 
Vorratsflasche !) (Fig. 195) mißt man nun, wenn die Blutprobe vorbereitet 
ist, 2 cm? der Ammoniaklösung (2 cm® konzentriertes Ammoniak auf 500 cm? 
destilliertes Wasser) in X ein und stellt K an das offene Fenster. Bei 
kohlensäurereichem Blut (von 60°/, ab) muß die doppelte Ammoniakmenge 
genommen werden. In dieser Weise werden mindestens drei Apparate 
vorbereitet. Nun mißt man zweimal je 1cm® der Blutprobe in einer in 
Tausendstel geteilten 1 cem>-Pipette ab, deren Nullpunkt möglichst hoch, 
etwa 3 cm, über der Auslaufspitze liegt, säubert diese Spitze immer außen 
sorgfältig von Blutresten und führt die Probe unter das Ammoniak in X 
ein, so daß die Blutschicht durch die Ammoniakschicht von der Luft 
abgeschlossen ist. Darauf verbindet man Kolben K und Stopfen $, der 
Schliff muß spiegelnd aussehen, und schließt den Hahn 7. Nachdem dies 
in zwei Apparaten geschehen ist, führt man in den dritten Apparat an 
Stelle des Blutes 1 em? ausgekochtes destilliertes Wasser ein und verschließt 
ihn auf gleiche Weise. 

Die drei Apparate werden in eine möglichst große Wanne mit 
Wasser so versenkt, dal der Kolben sich bis über a hinaus in Wasser 
befindet. Zunächst kühlt sich die Luft in dem System ab, daran kennt- 
lich, daß das Niveau in dem Kapillarrohr /, welches mit K in Verbin- 
dung steht, steigt, während es in // sinkt. Durch Öffnen des Hahnes H 
und Herstellung von Druckausgleich mit der Atmosphäre stellt man auf 
eine beliebige, ursprünglich gewählte Nullstellung. Dieses Öffnen und in 
etwa 10 Minuten Pause wiederholte Ablesen geschieht so lange, bis die 
Nullstellung sich nicht mehr verändert. Darauf notiert man den Anfangs- 
stand und nun bleibt der Hahn H in allen. drei Apparaten während der 
Sauerstoffbestimmung geschlossen. Man notiert die Wassertemperatur. 


t) Lieferant aller Teile: Bleckmann & Burger, Berlin N., Auguststr. 3a. 
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Das Blut wird jetzt entweder im Wasser oder nach Herausnahme 
der Apparate aus dem Wasser durch vorsichtiges Herumschwenken mit 
dem Ammoniak vermischt und vollkommen lackfarben gemacht. Nach 
den früher genannten Fehlerquellen der Methode ist es klar, daß auf 
dieses Lackfarbenwerden besonderer Wert gelegt werden muß. Das Blut muß 
vollkommen durchscheinend an der Wandung des Kolbens herunter- 
fließen! Sobald dies geschehen, bringt man die in dem kleinen Schälchen A 
befindliche Ferricyanidlösung durch Seitwärtslegen des Kolbens K zum Aus- 


‘fließen und schüttelt mehrere Minuten energisch um, indem man zugleich 


.n 


durch geeignete Fingerhaltung Sorge trägt, daß die Verbindung von Stopfen S 
und Schüttelgefäß X sich nicht lockert. Man bemerkt dabei, wie der Stand 
in dem Manometer / heruntergedrückt wird und hat durch leichtes An- 
ziehen der Schraube B Sorge zu tragen, daß das Niveau nicht zu tief unter 
die sichtbare Teilung sinkt. Darauf versenkt man K wieder in die Wasser- 
wanne, behandelt den zweiten Apparat in gleicher Weise, den dritten, nicht 
mit Blut gefüllten, der als Thermobarometer dient, ebenfalls und wartet 
etwa 10 Minuten bis zur ersten Ablesung bei der alten Nullstellung in 1. 
Darauf schüttelt man von neuem kräftig durch, wobei man immer Sorge zu 
tragen hat, daß die durch das kleine Loch x vermittelte Kommunikation von X 
nach / nicht durch Flüssigkeitstropfen verschlossen wird. Man wiederholt 
das Schütteln und Ablesen, natürlich immer nach vorheriger Durchmischung 
des Wassers in der Wanne (Doppelgebläse!), so lange, bis sich der Stand 
in dem Manometer // bei immer wiederholter Einstellung in / auf die 
ursprüngliche Nullstellung nicht mehr resp. ebenso wie im Thermobarometer 
verändert. 


Da eine gewisse Menge Gas entwickelt wurde und wir bei diesem 
Apparat auf das ursprüngliche Volumen einstellen, also die Druckänderung 
ablesen, so muß) bei unveränderter Nullstellung in / der Stand in /I in die 
Höhe gerückt sein. Dieser Stand darf sich, wie gesagt, in 10 Minuten ent- 
weder nicht oder nur entsprechend der Veränderung im Thermobarometer 
geändert haben. Wenn man keine Zunahme, dagegen während 10 Minuten 
erhebliche Abnahme, mehr als durch Temperaturänderungen verständlich, 
beobachtet, enthält das Blut Sauerstoff verbrauchende, zehrende Stoffe und 
ist für eine Bestimmung der absoluten O,-Mengen nicht brauchbar (siehe 
S. 684). 


Ist die Sauerstoffbestimmung beendet, so öffnet man den Hahn 4 
und bringt das System dadurch wieder auf Atmosphärendruck, eröffnet K 
durch Herausnehmen von $, füllt möglichst schnell in die Schälchen A 
04 cm? einer 20°/,igen Weinsäure- oder Phosphorsäurelösung, schließt 
darauf die drei Apparate wieder und beginnt die Einstellung auf die Null- 
stellung in / von neuem. Nachdem diese unverändert, vermischt man die 
Säure mit der Flüssigkeit, schüttelt sehr energisch und bestimmt unter 
immer wieder stattfindender Einstellung in / auf Null die entwickelte 


Kohlensäure durch die Druckzunahme. 


% 


Abderhalden, Handbuch der biochemischen Arbeitsmethoden. II. 44 


i 
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Beispiel und Bereehnung. 


Sehüttelgefäß Ka: 
UL EIG: mit Wasser 
mm mm 
Bei mehrfacher Öffnung des Hahnes stellt sich der Nullpunkt 
schließlich Zanfa mem SR 10:0 90 
Nach Lackfarbenmachen und Vermischen mit Ferrieyankalium 
stellt sich der Stand bei Wiedereinstellung auf aen Null- 
punkt in dem nach außen offenen Rohr // schließlich auf 94:8 142 
Differenz: 548 52 
Die reelle Druckzunahme im Millimeter Wasser beträgt also . 84:8 
— 52 
h 79:6 
Davon gehen ab als Korrektur für Änderung der Einstellung 
beim äackfarbenmachen 1.12.27: u ATS Su 20 
also. . 776 
Das Volumen des Schüttelgefäßes beträgt... . 2.2... 34:0 cm? 
Piyonscchensap als Rüllung, 2 x. ..1,4. 2 1 Mu ee: N 
also. . 317 cm? 
776 x 317 x 100 r ! 
Berechnung: — 23'75/, Sauerstoff (10.340 ist der Atmo- 


"10.340x 10 


sphärendruck, gemessen in Millimeter Wasser). Da die 1 cm®-Pipette nicht 1'0, sondern 
nur 0°96 cm? Blut faßt (laut Auswägung mit Blut und spezifischer Gewichtsbestimmung), 
ändert sich das Resultat in 24'77°/, Sauerstoff. 


Genau ebenso wird die Kohlensäure berechnet, nur ist hierbei eine 
Korrektur für Temperaturen über oder unter 14° anzubringen, und zwar 
ist von dem erhaltenen Prozentwert für jeden Grad über 14 ein Abzug, 
für jeden Grad unter 14 eine Hinzugabe von 0'25°/, Kohlensäure zu machen. 


B. Der Ferricyanidapparat von Franz Müller (Fig. 230). 


Er besteht aus zwei möglichst gleichen Glasgefäßen Z und // von 
etwa 200 cm? Inhalt. Ist das Thermobarometergefäß /I etwas größer, so 
wird der Unterschied durch Quecksilber ausgeglichen, dessen Gewicht 
gleichzeitig als Senkgewicht beim Versenken in Wasser dient. Jedes dieser 
Gefäße steht mit einer 40 cm langen und 0°5 cm weiten und von O—10 cm? 


in Zwanzigstel geteilten Bürette 5 bzw. TB in Verbindung. Beide Büretten 3 


münden in eine horizontale Glasleitung A, die zu einem Niveaurohr N führt. 
Sie sind mit angesäuertem Wasser gefüllt. Zum Ausgleich des Druckes mit 
der Außenluft trägt die Verbindung von Thermobarometergefäß // und Bü- 
rette 7’B eine durch Hahn verschlossene Seitenöffnung s. Die Verbindung 
der Bürette B mit dem Schüttelgefäß 7 wird durch einen Kapillarschlauch % 


mit dieker Wandung hergestellt. 7 ist durch einen dicken Gummistopfen 


mit drei Bohrungen verschlossen. In der einen sitzt das Verbindungs- 


stück a zu 5, in der zweiten ein Ansatzrohr ce zu einem Kugelaufsatz, 
in der dritten ein Ansatzstück 5, das mittelst Schlauch zu ? und in die 
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obere Öffnung der oberen Kugel o dieses Aufsatzes einmündet. Der Kugel- 
_ aufsatz besteht aus einem Schwanzhahn 2 und zwei gleichgroßen Kugeln, 

u und o, die durch einen Dreiweghahn d voneinander getrennt sind. An d 
_ sitzt ein langes Kapillarrohr 2. Die untere Kugel « einschließlich der 
Bohrung des Hahns d ist kalibriert und faßbt etwa 20 cm® (der ganze 
Apparat kann auf '/, reduziert werden: « faßt dann etwa5cm®, 1 und II 
etwa 50cm®). Die obere Kugel o hat einen Ansatzstutzen, aus dem eine 


Fig. 230. 


T-Leitung £ teils nach außen, teils in das Schüttelgefäß durch b zurückführt. In 
das Schüttelgefäß ist 7 ein etwa Dem? fassendes Gläschen y eingekittet. 
Der ganze Apparat ist so eingerichtet, daß Thermobarometergefäß // nebst 
_ Büretten B und TB und Verbindungsleitungen dauernd in Wasser stehen, 
während das Schüttelgefäß nebst Kugelaufsatz nach Bedarf herausgenommen 
(wie in Fig. 230) oder in Wasser versenkt werden kann. Im Wasser muß 
das Kapillarrohr 7 gerade noch aus dem Wasser herausragen. 


44% 
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Handhabung des Apparates. 


Man füllt n 7 10, m o 20 cm® Ammoniaklösung (2 auf 500). Hahn d 
steht so, daß er zwischen dem langen Kapillarrohr ! und « Verbindung 
herstellt und daß o nach « hin verschlossen ist. Man füllt in Gläschen g 
4cm> der kalt gesättigten Ferrieyankaliumlösung, stellt Schwanzhahn 2 so, 
daß er zwischen Außenluft und « die Verbindung offen läßt, und schließt die 
Schwanzbohrung von 2 durch ein Gummistückchen mit Glasstab ab. Dar- 
auf wird bei offenem Hahn s und ? das Niveau in P und 75 beliebig 
auf einen Stand zwischen 1—2'0 eingestellt (die Büretten haben ihre 
Nullmarke oben), s geschlossen und die Seitenöffnung ? durch ein Stück 
Glasstab verstopft. 

Der Apparat wird in Wasser versenkt, das möglichst die Tem- 
peratur des Raumes besitzt und unter Durchmischen des Wassers mittelst 
Doppelgebläses D in 10 Minutenintervallen beobachtet, ob sich die Luft- 
mengen im Thermobarometer und Schüttelgefäß gleichsinnig verändern. 
Sobald dies eingetreten und das zu untersuchende Blut vorbereitet ist, 
respektive wenn das Tier, dessen Blut man direkt aus dem Gefäß in den 
Apparat einführen will, fertig operiert ist, nimmt man 7 heraus (siehe Fig.230) 
und verbindet = mit dem mit Blut gefüllten Meßrohr oder mit Arterie 
oder Vene des Tieres, füllt darauf (bei der Arterie durch Einströmen- 
lassen, bei einer Vene durch langsames Ansaugen von der langen Ka- 
pillare 2 aus) « bis in / hinein mit Blut. Jetzt wird 2 auf Mittelstellung 
gestellt, so daß sowohl die Verbindung nach außen wie die Verbindung 
zu 1 unterbrochen ist. z wird nach Entfernen des Meßrohrs oder des 
Tieres durch einen Glasstopfen verschlossen und schnell für wenige Mi- 
nuten in Wasser versenkt, damit das etwa körperwarme Blut sich ab- 
kühlen kann. Befürchtet man schnelle Gerinnung, so kann man auch das 
Blut sofort zur Analyse bringen, muß dann aber eine (später zu erwäh- 
nende) Korrektur anbringen. Nach wenigen Minuten, wenn man beobachtet 
hat, daß der Stand des Blutes in Z sich nicht mehr nennenswert ändert, 
nimmt man Z wieder aus dem Wasser heraus, dreht d auf Kommuni- 
kation zwischen «x und o, 2 auf Kommunikation zwischen « und 7. Nun 
läuft das Blut aus « in 7 hinein, während .aus o Ammoniak nachläuft 
und « fast blutfrei wäscht. Man macht durch lebhaftes Umschwenken 
völlig lackfarben (eventuell mit Saponinzusatz, wenige Körnchen) und 
bringt durch Umlegen von 7 das Ferriceyankalium zum Ausfließen. Man 
schüttelt lebhaft, aber so, daß die Verbindung a von 1 zu B nicht durch 
Schaum verschlossen wird, versenkt wieder in Wasser, wiederholt das 
Schütteln mehrfach, bis der Stand im DZ und 72 sich nicht mehr oder 
nur noch gleichsinnig ändert. 

Will man die Kohlensäurebestimmung anschließen, so öffnet man 7 
wieder, tut in g 4 cm® 20°/,ige Phosphorsäure und geht genau in der 
gleichen Weise, wie soeben beschrieben, vor. Nur muß man, sobald die 
Kohlensäure sich entwickelt hat, in kürzeren Intervallen ablesen, da CO, 
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sich ja in der wässerigen Lösung sehr erheblich löst und das Volumen bald 
zu sinken beginnt. 


Berechnung. 


Ein genau durchgeführtes Beispiel findet sich in Plügers Archiv, Bd. 108, 
S. 576 (1904). Dort sind auch die erforderlichen Korrekturen angegeben, 
die angebracht werden müssen 1. wegen der sich ändernden physikalischen 
Absorption, da in dem System zunächst Luft, später ein sauerstoffreicheres 
oder kohlenoxydhaltiges Gemisch vorhanden ist, 2. wegen der Änderung des 
Inhalts der kalibrierten (bei 15°) Kugeln, wofern man körperwarmes Blut 
einfüllt, sofort mit Ammoniak vermischt und bestimmt. 


Vergleich des Apparates B mit dem Haldane-Barcroftschen A. 


Es muß unbedingt zugegeben werden, dal die Methodik Barerofts 
nach gehöriger Einübung bequemer ist. Es kommt das daher, daß nach 
Bareroft kleinere Luftmengen gemessen werden und dünnwandige Glas- 
gefäße verwendet werden können. Der Temperaturausgleich vollzieht sich 
daher schneller. Ferner ist der Abschluß des Schüttelgefäßes durch einen 
Glasstopfen angenehmer als durch Gummistopfen. Bei den größeren Dimen- 
 sionen des Apparates von F. Müller würde aber ein Glasstopfen nur sehr 
schwer dicht zu bekommen sein und erhebliche Kosten verursachen. 
 _ Andrerseits ist aber die Ablesung in Kapillarrohren erheblich schwerer. 
erfordert viel größere Sorgfalt und viel saubereres Arbeiten als die Ablesung 
in den 05 cm weiten Büretten des Müllerschen Apparates. Weiter ist die Hal- 
dane-Barcroftsche Methode nur bei defibriniertem oder durch Zusätze un- 
gerinnbar gemachtem Blut anwendbar, während der andere Apparat für 
das direkt dem Gefäß des Tieres entströmende und nicht ungerinnbar 
gemachte Blut verwendet werden kann, ein Umstand, der für gewisse Zwecke 
von Bedeutung sein mag. Endlich eignet er sich besser für venöses oder 
nicht ganz gesättigtes Blut, wenn man sich hierfür nicht mit der Diffe- 
renzmethode Barcrofts begnügen kann. 


u ZZ U U SU GE a 2 0 


-; 0. Barcrofts Differenzmethode.!) 


Kommt es bei der Blutgasanalyse nicht allein auf die absoluten Zahlen, 
sondern besonders auf die Differenz zwischen Arterien- und Venenblut oder 
_ bei verschiedener Sättigung überhaupt an, so lassen sich viele Fehlerquellen 
_ der bisher beschriebenen Ferricyanidmethoden umgehen. So verschwindet 
der Fehler, der durch unvollkommenes Lackfarbenmachen, vorzeitiges Ein- 
_ dringen von Ferricyankalium, ungenügendes Schütteln beim Austreiben des 
Gases, ungleichmäßige Temperaturverteilung zustande kommt. 

h Man ermittelt in zwei gleichzeitig analysierten Proben von arteriellem 
R und venösem Blut desselben Tieres die Differenz zwischen den zur vollen 


nn. _ 


1) J. Barcroft, Differential method of bloodgas analysis. Journ. of Physiol. Vol. 37. 
p- 12 (1908). Siehe dort Einzelheiten. 
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Sauerstoffsättigung nötigen Sauerstoffmengen und findet so die Differenz 
des Sauerstoffgehalts beider Proben. 

Der Apparat besteht (wie Fig. 228 zeigt) aus zwei unten durch ein U-Rohr 
verbundenen Kapillaren-Manometern (1 mn), die mit einer Lösung gallen- 
saurer Salze vom spez. Gew. 1'034 (mit Toluol versetzt aufbewahrt) gefüllt 
sind. Diese Lösung gibt, da sie Fett leicht löst, sehr gute Ablesungen. 
Der Druck pro Millimeter ist gerade Y/,,000 des Atmosphärendruckes. Die 
Kapillaren tragen oben einen Hahn mit Handgriff (siehe Fig.232) und besitzen 
eine Abzweigung zu zwei Schüttelgefäßen, die verschiedene Dimensionen je 
nach Bedarf und Menge der Blutprobe (27, 110, 170 em?) besitzen. Fig. 232 
zeigt die kleine, Fig. 231 die große Form. Ihre Konstruktion ist aus der 
Zeichnung ohne weiteres verständlich. Es empfiehlt sich aber an Stelle 
von Gummistopfen (N in Fig. 231) Glasschliffe zu verwenden, die durch 
dünne, am Stopfen K befestigte 
Glas- oder Metallbänder gehalten 
und festgedrückt werden. 

(Gebrauchsanweisung: Man 
wiegt die Schüttelgefäße leer und 
völlig mit Wasser gefüllt (einschließ- 
lich aller Bohrungen). Die bei dem 
kleinen Modell (bis 30 cm®) vor- 
handenen Unterschiede im Inhalte 
(höchstens ?/,, em?) werden durch 
(zlasstückchen ausgeglichen, so dal) 
beide Flaschen genau gleichen In- 
halt bekommen. Die Manometer 
werden mit Quecksilber sehr genau 
kalibriert. Von der Genauigkeit 
dieser Kalibrierung hängt fast allein 
die Güte des Resultates ab. 

Zur Analyse läßt man, nachdem wie bei den früher beschriebenen 
Apparaten auf 1 cm Blut 15 cm? NH, (?/;..) und in R 0'3 cm# gesättigtes 
Ferrieyankalium eingefüllt sind, den einen Manometerhahn, etwa G, zu- 
nächst offen und ermittelt den Stand im anderen Manometer bei ge- 
schlossenem Hahn AH. Steht dieser fest, so haben die Flaschen die Tempe- 
ratur des sie umgebenden Wassers der großen Wanne angenommen. Man 
öffnet den Hahn @, die Manometer stehen beide gleich, man schließt beide 
Hähne und schüttelt E und F kräftig, mischt das Ferrieyankalium aus R 
zu, versenkt wieder, liest den Stand der Manometer ab. So hat man die 
Differenz der entwickelten O,-Mengen. Man braucht für 5 cm® Blut 8 Mi- 
nuten, für 1 c»»3 5 Minuten Schütteln bis zur vollen Sättigung des Blutes 
mit Sauerstoff. 

Dann nimmt man die Flaschen zur CO,-Analyse aus dem Wasser 
soweit heraus, daß die Flaschenhälse gerade hervorragen, entfernt die 
kleinen Stopfen X und L der Schüttelgefäße und bringt je 1 cm? 20°/,iger 


Fig. 231. Fig. 232. 
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osphors äure oder Weinsäure in das kleine Gläschen R und bestimmt die 
‘ohlensäure wie bei den älteren Apparaten. 


Beispiel (Barcroft): 


| Manometer | Manometer | 
mit Hahn @ | mit Hahn H Bemerkungen 
| mm | mm 
| offen ı geschlossen | H zuletzt gefüllt (je 1 cm? Blut). 
200 
203 
204 
205 
205 
' offen offen 
210 210 Nullstellung. 
| geschlossen | geschlossen 
12h 31— 36‘ Schütteln außerhalb des Wassers. 
38° 205 211 
40‘ 205 210 
42’ 205 | 2105 
44‘ 205 2105 Sauerstoffanalyse beendet. 
12h 45° Säure (1 cm?) nach Entfernen der Stopfen 
offen | offen K und L eingeführt. 
210 | 210 


geschlossen | geschlossen | Nullstellung. 


Schütteln mit Säure außerhalb des 


214 | 2045 Wassers. 
a 1° 214 2045 | 
2 offen Stand in beiden Manometern um etwa | 


100 mm gehoben. 
Herunterstellen, bis @ auf 210. 


3 210 40 


Berechnung: Es sei Y der Inhalt der Flaschen, 5 der Atmosphärendruck 
in Millimetern der Gallensalzlösung, pı die Druckabnahme in Millimetern, 
d der Durchmesser der Manometer. Dann ist die Differenz der Sauer- 
stoffvolumina: 


Be TR 

A vol. 0, =p(, + 0785 d? | 

= m=(210-205)+(2105—210)=55mm; V=27—1—-15—03= 242 
d=1 p= 10.340 — (210 — 40) = 10.170 mm 


Avol.O, 5 hen 


10.170 + 0785) 


Genauigkeit der Sauerstoffanalysen : 

Zahl der Bestimmungen 2 2 2 2 2 3 
MittelAvol.O, . - % ae are. Fi 22.05 
Abweichung . . . .% N SE 1 ee u 00 025 
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Fig. 233 zeigt die neueste noch nicht publizierte Form des Barcroft- 
schen Differenzmanometers?): 

Man füllt das mittlere Reservoir mit Nelkenöl, drückt den Stopfen 
luftfrei soweit ein, daß das Öl im mittleren Rohr etwa in !/, der Höhe 
steht (siehe Fig.), schmilzt das enge Glasrohr oben über dem Gummi und 
der Stellschraube ab. 

Zur Kalibrierung empfiehlt Barceroft die Gaspumpe oder eine frisch 
titrierte Wasserstoffsuperoxydlösung (1'5cm®), der man 1’dcm® HB, SO, 
in beiden Flaschen des Apparats zusetzt. In den Stopfen bringt man auf 
der einen Seite 0°2cm3 Normal-KMnÜ,-Lösung. Es soll etwa 02cm? Gas 
entwickelt werden. 

Die Skala ist aus Spiegelglas gefertigt. Die Schüttelgefäße haben die 
von Plesch zuerst empfohlene Birnform. 

(renauigkeit der Kohlensäureanalyse: 

Bei sehr genauer Kalibrierung, großer Vorsicht beim 
Einfüllen des Ammoniak, das gut vor CO,-Absorption ge- 
schützt werden muß, ist die Abweichung etwa 5°/, des be- 
rechneten Differenzwertes zweier Proben, das heißt doppelt 
so groß, wie die allerungünstigsten Sauerstoffresultate. 
Trotzdem hält Bareroft sie doch immer noch für besser 
als die bisherigen CO,-Analysen kleiner Blutmengen. 


D. Modifikation von Barcrofts Apparat nach 
Plesch zur Bestimmung der Kohlenoxydkapazität. 


Man kann die vorher beschriebenen Apparate A und B 
auch benutzen, um mit Kohlenoxyd gesättigtes Blut zu 
analysieren. Dabei ist nur zu beachten, daß die Entwick- 
lung des Kohlenoxyds durch Ferrieyankalium etwas träger 
verläuft als beim Sauerstoff, daß also stärker geschüttelt 
werden mul). 

Plesch?) hat für den gleichen Zweck einen auch für 

Fig. 233. 1 cm> eingerichteten Apparat empfohlen, der in Fig. 234 

abgebildet ist. 

In das birnenförmige Gefäß:) # kommt 1 cm3 1/,°/,iges Ammoniak, 
unter welches man 1cm® Blut schichte. Man schließt dieses Gefäß 
an den oberen Teil des Apparates mittelst des Schliffes D luftdicht an. 
In die kuglige Erweiterung 4, welche nach unten mit dem Hahn 5b ver- 
schlossen ist, kommt !/, cm? Ferrieyankalium. Der ganze Analysenteil des 
Apparates wird mit einem Schliff an ein Barcroftsches Wassermanometer 
angeschlossen. Der eine Manometerschenkel N ist auf Millimeter geteilt, 


1) Fabrikant: Baird & Tatlock. London E. C. Cross St. Halton Garden. 

®) J. Plesch, Bestimmung des Herzschlagvolumens. Deutsche med. Wochenschr, 
Jg. 1909. Nr. 6. 

>) Der Apparat wird hergestellt von der Firma Bleckmann & Burger, Berlin, 
Auguststr. 3a. 


ieh 


andere M trägt nur eine Marke in der Mitte. Beide Manometer- 
schenkel münden in einem Gefäß @, welches nach unten durch einen 
'Gummisaugpfropfen B abgeschlossen ist und durch dessen Kompression 
mittelst der Klemmschraube SF der Stand des Manometers verändert werden 
kann. Man stellt das Wasserniveau des Manometers auf den Nullpunkt 
ein und verschliefit den oberen seitlich durchbohrten Hahn a. 


E. Reihenanalyse. 


Beabsichtigt man eine größere Reihe von Parallelbestimmungen der- 
selben Blutprobe vorzunehmen, so empfiehlt es sich, eine andere, gleich- 
falls von Plesch auszearbeitete Methodik 

zu benutzen. Bei dieser füllt man in —— = 
etwa 20 cm? fassende, in ihrem Mittel- T % 
teilerweiterte Röhrchen von etwa 0°5 cm? ) 
Weite, die zunächst nur auf der einen : 
Seite durch ein angesetztes Schlauch- xt 
stück und Quetschhahn verschlossen 3 
sind, je 2 cm® Ammoniaklösung (2:500). 
dann läßt man je 1 cm: der zu unter- 
suchenden Blutprobe zufließen und macht 
durch lebhaftes Umschwenken voll- 
_ kommen lackfarben (eventuell mit Sa- 
ponin). In die Röhrchen tut man der 
Reihe nach !/, em? gesättigter Ferriceyan- 
kaliumlösung, verstopft sofort durch 
Überstülpen eines schon bereit liegen- 
_ den, mit Quetschhahn versehenen zweiten 
Schlauchstückes und bringt durch leb- 
haftes Schütteln das Gas zur Entwick- 
lung. Die Proben können so einige 
Stunden in der Kälte lieeen. 

Um das entwickelte Kohlenoxyd 
zu analysieren, benutzt Plesch seinen 
- Verbrennungsapparat (Fig. 209, S. 642), 
in dem die Abnahme des Inhaltes nach 
der Verbrennung durch die Druckab- 
nahme mittelst Haldane-Barcroftschen Manometers (Wasser natürlich) 
gemessen wird. Da auch bei Verbrennung von reiner Luft geringe Spuren 
‚von Stickstoff verbrennen, so wird ein mit Luft gefüllter, ganz gleicher 
Verbrennungsapparat gleichzeitig beobachtet. Die Methode erfordert eine 
nicht geringe Übung, sie gestattet allerdings, wie erwähnt, minimale Kohlen- 
‚oxydmengen zu bestimmen. 

Zum Überfüllen aus den Röhrchen wird das Verbrennungsgefäß mit 
der Wasserstrahlpumpe evakuiert, das Blutröhrchen durch ein, wie Fig. 209 


Biologische Gasanalyse. 695 - 


696 Franz Müller. 


zeigt, birnförmig geformtes Rohr, in dem sich mit Schwefelsäure befeuch- 
tete Glasperlen befinden, mit dem Verbrennungsapparat verbunden und 
durch mehrfaches Öffnen und Schließen der Hähne das Gas eingesaugt, 
endlich durch eine Überfüllkugel (W) restlos eingetrieben. 


Vergleich der Genauigkeit der verschiedenen Ferricyanid- 
apparate. 
In der beifolgenden Tabelle A sind verschiedene willkürlich heraus- 
geeriffene Versuche zusammengestellt, bei denen nach Bareroft 1 cm®, nach 
meiner Methode 20 resp. 5cm3 Blut verwendet wurden. 


Tabelle 4. 


Vergleich der O,-Bestimmung in verschiedenen Ferrieyanidapparaten (Bar- 
croft und Müller, 1905, bisher nicht publiziert). Schafblut: 


Apparat von 
— 


EEE Er mm. mm ne Domina 2 m Dan armer en on mn m rn nn mn 
Bareroft Müller Müller 
mit 1 cm? Blut mit 20cm? Blut mit 5cm? Blut 
a x 1415 
143 ) 
22-2 
217 2 
25] 
99. 
239 | H nr 
232 | 232 


Die Zusammenstellung zeigt, dal beide Apparate in gleicher Weise 
ihren Zweck erfüllen. Außerdem zeigt die folgende Zusammenstellung B 
einer großen Anzahl von Doppelanalysen, die Barcroft an Hundeblut ge- 
macht hat, den Fehler seiner Methodik. 


Tabelle B. 


Differenz von je zwei Doppelanalysen von 1 em? Hundeblut, mit Kalium- 
oxalat ungerinnbar gemacht. Sauerstoff in Prozent des Blutvolumens: 


Laufende Nr. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 


Prozent 05 04 0 05 07 0'5 02 0) 0:1 0 
LaufendeNr. 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 
Prozent 09 0:8 04 05 03 06 0:9 10 02 0 


Der Fehler beträgt im Durchschnitt 0'42°/, des Blutvolumens resp. 
2:6°/, des Sauerstoffwertes. Bei der Kohlensäure ist der Fehler allerdings 
höher. In den folgenden 25 Doppelversuchen von Bareroft (Tabelle ©) 
war er im Durchschnitt 0'7°/, des Blutvolumens resp. 1'9°/, des Kohlen- 
säuregehalts. 

Tabelle €. 

Differenz von je zwei Doppelanalysen von 1 cm® Hundeblut (mit Kalium- 
oxalat): Kohlensäure in Prozent des Blutvolumens: 
BauaNnrl 2 3 4 5 6 7 Ss 9 10 11 12 13 
Prozent a, 3 0 10 0 02 04 702 04 077 3 28 
Lauf. Nr. 14 15 16 17 18 19 20 21 23 24 25 
Prozent IS 2202706, 0:60: TEEN ST 04: 02 


m 8 
(1 len) 
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Daß der Fehler größer ist, ist ohne weiteres verständlich, denn Ab- 
weichungen von etwa 2°/, bei der Abmessung des Blutes würden für den 
Sauerstoff z. B. 0.100 gegenüber 0'102 bedeuten, während sie bei Kohlen- 
säure Differenzen von 0'500 und 0'510 bewirken, ein Fehler, der sich 
naturgemäß bei jeder Art von Blutgasapparaten in gleicher Weise bemerk- 
bar machen muß. Es hängt eben die Güte des Resultates nicht allein 
_ von dem wirklichen Fehler des betreffenden Apparates, sondern von der 
Beziehung der Fehlergröße zu den absoluten, entwickelten Gasmengen 
_ ab. Will man diesen Fehler für die Kohlensäure herabdrücken, so mul) man 
dureh ausgiebige Atmung des Tieres oder Schütteln des Blutes mit Luft 
eventuell dafür sorgen, daß die entwickelten Gasmengen klein sind. 


Absolute Genauigkeit der Ferricyanidmethode. 


Was nun aber die absoluten Fehler der Ferricyanidmethode, gleich- 
gültig in welcher Anwendungsform, anbelangt, so gibt darüber der Vergleich 
von Pumpen- und Ferricyankaliumentgasung Aufschluß. Die folgende Ta- 
belle D zeigt einige Werte bei Verwendung von 20cm® Blut für Ferri- 
eyankalium, von etwa 15 cm® für die Pumpe. 


Tabelle D. 
Sauerstoff- Volumprozent Für Perri- 
Ver- cyanid ver- 
wendetes Methode wendete Bemerkungen Literatur 
Blut Blutmenge 
Pumpe Ferrieyanid cm3 
| 2350 20 defibriniert, ganz a 
| 22:72 20 frisch verarbeitet | nn, 
\ 29.81 sechTe Enge 2; ® 
Wie = Bd. 103. S.557 
* 24:16 | 22:99 20 am folgenden Tage (1904). 
Hund 2446 | 218 20 | & | i er 
3 9546 | 2325 20 | | ganz frisch | ebenda, S. 558. 
) | | | 


Man sieht beim Hundeblut, wie schon S. 684 gesagt, hohe Differenzen 
(bis iiber 10°/, des Wertes). Von methodischen Fehlern kann nicht geredet 
werden, da die Parallelanalysen unter sich gut übereinstimmen. Wie schon 
früher erwähnt, findet man solche Differenzen gleichmäßig beim ar- 
teriellen und venösen Blut desselben Hundes. Sie sind daher für bestimmte 
Zwecke nicht störend. Braucht man aber absolute Zahlen, so muß man 
_ eine Kontrolle mit der Pumpe anschließen. Das gleiche gilt für Katzenblut. 
Beim Rinder-, Schaf- und Menschenblut ist die Übereinstimmung dagegen 
eine recht befriedigende. Dieses Resultat kann ohne weiteres auch für 
Kaninchenblut erwartet werden. Die folgenden Zahlen (Tabelle E) zeigen 
einige ganz erträglich stimmende Werte: 


u 


z 
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Tabelle #. 
EP EEE EEE En EEE. 
Sauerstoff-Volumprozent Fehler Für Fe 
Blutart Methode en Literatur ee 
Pumpe Ferrieyanid lumens Bi 
Rind 2:2 ..22992008 2079 | +0'51 a 
- f 1793 17:49 I- f RB "anz Müller, Pflügers 20 
in | 1887 1807 j |} Arch. Bd.103, 8.556 |} 20 
Rind | 12:88 1243 | —0'45 | (1904) 20 
ee | 8:58 | +030 20 
A 176 —01 Bareroft, Ergebnisse 1 
Bun (| 174 171 | —03 | der Physiologie. S. 783 | 1 
Kalbı 2% 61 56 05! (1908) | 1 
Mensch | | Bornstein (9.VII. 1904) 
° e a Fine } . 
an ee) a *6 > 92 | u. Müller (nicht publ.) 20 
uftsättigung 
2 sl 1 
Schafblut. . || 291 29.2 |j 06 | 
zu 221 zer 04 Bareroft und Müller 20 
| 137 |) (1905) nicht publ. 
Katze ee 138 +06 1 
| | 137 |) 
j 21:8 212 —221 | %e reroft und Morawitz, | 
Mensch | .M. 216 | —-02 D. A. klin. Med. S. 93 1 
I 214 |212—222°)| +04 | (1908) | 
| 24:38 a 1+001 Per JTaldane, Journ. of | 
: = { P ’ol.2 
Rind SE | 2036 20'47 u.20:57 +0:16 Physiol. a S. 295 | 1 
| 22:40 |22:20 u.22:33] —0'14 
| | 128 | Bareroft und Müller | I 
Eumle.. - || ja, 155 [03 (6. XII. 1905) : 
| | a | | nicht publiziert | 
12:0 1 
| Br Bornstein und Müller, 
Katze) Mile. 15:89 1533 | —0'56 |} Arch. Anat. u. Physiol. 20 
| 8.493 (1907) 
“ Kohlensäure 
| 317 | 308-338 |} H | 
| EM. 5241 Im Barcroft u. Morawitz, 
Ma | 507 | 497501 BR: klin, Med. 8.98 1 
| i.M. 499 1-08 | aan 
| Filz ei 139 132 Y Barcroft, Ergebnisse | 
a | 135 135 I | aer Physiologie. 8. 783 : 
| ee | Ce | 
e u 439 (B) N, | Bareroft und Müller 1 
. ——- 43:7 (M) jr0 > 11.1905 (nicht publiziert) | 5 


Man sollte zunächst meinen, daß die großen Abweichungen aus- 
bleiben, wenn man das Blut anstatt mit Sauer stoff durch Kohlenoxyd sättigt. 
Plesch hat aber zahlreiche Beobachtungen gemacht, aus denen hervorgeht, 


aM 28: 


er 
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daß hier bei gewissen Blutarten dieselben Abweichungen vorkommen. Er 
sah auch gerade hei Hundeblut, und zwar bei ganz frischem Blut, nachdem 
das Kohlenoxyd vollkommen entwickelt war, eine sehr schnell eintretende 
Gasabnahnie. Da hier eine Mischung von Kohlenoxyd und Luft vorliegt, 
und da die gebildete Methämoglobinlösung kein Kohlenoxyd wieder auf- 
nimmt, so kann es sich nur um Sauerstoffzehrung aus der im Apparat 
befindlichen Mischung handeln. Es können also die durch diese 
Zehrung eintretenden Fehler bei keiner Art der Ferricyan- 
kaliummethoden vermieden werden; sie sind nur durch Pumpen- 
analyse mit Sicherheit zu umgehen. 

Alles zusammengenommen ist zweifellos die Kohlensäurebestimmung 
mit der Gaspumpe genauer, vorausgesetzt, daß man die Analyse nach 
Haldane ausführt, die Sauerstoffbestimmung bei Verwendung der Ferri- 
eyankaliumreaktion dagegen oft ebenso genau wie beim Auspumpen und 
sogar genauer. 


Die Bestimmung der Absorption und der Spannung von Gasen im 
Blut. !) 


Handelt es sich darum, die Gasmenge zu kennen, die bei ge- 
gebener Temperatur und gegebenem Druck von Blut aufgenommen wird, 
so genügt es nicht, die absorbierte Menge nur bei einem Druck zu 
ermitteln, da die Spannungskurve nicht geradlinig verläuft. Außerdem 
ist es meist erforderlich, bei Körpertemperatur zu arbeiten. Von den sonst 
zur Bestimmung der Absorption von Gasen in Flüssigkeiten verwendeten 
Methoden scheiden hier bei Blut diejenigen aus, hei denen die Flüssigkeit 
zuvor ausgepumpt wird, da das Blut sich ohne Änderung seiner Zusammen- 
setzung nur schwer und meist nicht vollkommen gasfrei machen läßt. 
Sodann kommt bei Blut der besondere Umstand in Betracht, daß es oft 
leicht oxydable Stoffe enthält, die beträchtliche Mengen Sauerstoff schnell 
in sich verbrauchen, d.h. daß es Sauerstoff „zehrt“ (s. S. 684). 


# 


4. Methoden mit konstanter Durchleitung von Gas. 


Bei der einfachsten, aber meist unzureichenden Methode wird aus 
einem Gasometer durch das in einem Kolben befindliche Blut bei konstan- 
ter Temperatur 1 Stunde lang Gas hindurchgeleitet und am Schluß der 
in dem Kolben herrschende Druck vermittelst Manometers abgelesen. Man 
entnimmt eine Probe des Gases, eine Probe des Blutes und ermittelt beider 
Zusammensetzung. Bei diesem Vorgehen wird dadurch leicht ein Fehler 
hervorgebracht, daß die Konzentration des Blutes sich durch Wasserver- 
dampfung ändert. Das einströmende Gas muß also mit Wasserdampf der 
gleichen Temperatur gesättigt sein. 


1) Vgl. Die Abhandlung von Bohr in Tigerstedts Handbuch d. biophysikalischen 
Methodik (noch nicht erschienen). 
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B. Methoden, bei denen das Blut von einer gemessenen Gasmenge 
bei einem bestimmten Druck das Maximum des Möglichen auf- 
nimmt. 


Hierbei muß man warten, bis ein Gleichgewichtszustand erreicht ist. 
Die Differenz in der Zusammensetzung zwischen dem ursprünglichen Gas- 
gemisch und dem Restgas ergibt die aufgenommene Menge. Gerade hier- 
bei ist aber die Gefahr der Zehrung sehr groß, da man dann nicht weiß, 
ob man über den Punkt des Ausgleichs schon heraus ist. 

Derartige Apparate stammen von Hüfner!) (Fig. 235), Bohr?) u. a. 


©. Methoden, bei denen ein Gasgemisch mit dem Blut bis zum 

Spannungsausgleich geschüttelt wird, bei denen die Gasspannung 

durch Analyse des Schüttelgases, die entsprechende Gasmenge 
dureh Analyse des Blutes bestimmt wird. 


1. Nach Loewy-Zuntz. 


Bei dieser Methode ist besonders darauf zu achten, daß das im 
Apparat enthaltene Gasgemisch an allen Stellen die gleiche Zusammen- 
setzung besitzt und daß das Blut in möglichst großer Oberfläche mit dem 
Gas in Berührung kommt. Man wird daher immer eine Vorrichtung zu 
wählen haben, die das Blut ausgiebig durchmischt. Das einfachste ist ein 
Schüttelapparat und dieser Anordnung bedienen sich Zuntz und Zöwy bei 
ihrer sogenannten Schüttelbirne (Fig..236). 

Sie besteht aus einem birnförmigen, etwa 300 em? haltenden Glas- 
gefäß, dessen Hals durch einen dreifach durchbohrten Gummistopfen ver- 
schlossen ist. Die eine Bohrung durchsetzt eine bis an den Boden der 
Birne führende Kapillarröhre «, die zweite ein kurz unter dem Stopfen 
endendes Kapillarrohr b, die dritte ein etwas weiteres Glasrohr ce, an dem im 
Innern der Birne ein im aufgeblasenen Zustand birnförmiger Kautschukballon 
sitzt. Hat man Blut in die Birne eingefüllt, so kann man durch Aufblasen 
dieses Ballons von außen das Gefäß vollkommen gasfrei mit dem Blut füllen. 


Handhabung. 


Nach Einfüllung von 25—50 cm3 Blut und Aufsetzen des Stopfens 
saugt man den Ballon luftleer und verschließt diese Öffnung ebenso wie die 
beiden anderen Rohre durch Quetschhähne. Darauf verdrängt man unter 
Aufblasen des Ballons die Luft, so daß das Blut bei geöffnetem Hahn 5 
bis hart an den Stopfen steht. Nun leitet man durch a aus einem Gaso- 
meter das gewünschte Gasgemisch in die Birne und durch das Blut hin- 
durch, indem man gleichzeitig den Kautschukballon von e aus leer saugt. 
Man verschließt die drei Hähne und schüttelt in einem sich horizontal bewegen- 


1) @. Hüfner, Neue Versuche über die Tension des Sauerstoffs im Blut. Zeitschr. 
f. physiol. Chemie. Bd. 12. S. 570. 

?) Chr. Bohr, Experimentelle Untersuchungen über die Sauerstoffaufnahme des 
Blutfarbstoffs. Kopenhagen 1885. 


Biologische Gasanalyse. 701 


den. mit 37° warmem Wasser gefüllten Schüttelkasten etwa 15 Minuten. 
Das durch die Erwärmung ausgedehnte Gas läßt man aus Hahn 5 ent- 
weichen, stellt so Atmosphärendruck her, schüttelt solange weiter, bis 
10 Minuten lang keine Druckänderung mehr zu beobachten ist. Darauf 
drückt man durch Verbindung des Kautschukballons mit einer mit Wasser 
gefüllten Spritze (siehe Fig. 237) das Blut aus Hahn a in ein Meßrohr und 
unter Quecksilber aus Hahn 5 zur Analyse der Gasprobe in ein anderes Rohr. 

Gegen diese Methodik hat Dohr verschiedene Einwände geltend 
gemacht: Zunächst hält er es prinzipiell für bedenklich, das Blut, wie es 
in der Schüttelbirne geschieht, zum 
Schäumen zu bringen. Er sagt: 
„Wenn die Oberfläche der Flüssig- 
keit sich mit Schaumbläschen be- 
deckt, kommt das darüber stehende 
Gas nicht mehr direkt mit der 
Oberfläche in Berührung, sondern 


| 


Di 
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1 


Fig. 235. 


Fig. 236. 


mul durch die Bläschen diffundieren, es wird deswegen sehr unsicher, 
ob das Gas in den Bläschen, welche die Oberfläche unmittelbar be- 
rühren, in dem Moment des Aufhörens des Versuches genau dieselbe 
Zusammensetzung hat wie das Gas im Luftraum des Apparates, um 
so mehr, da die verschiedenen Gase, z. B. Sauerstoff und Kohlensäure, 
mit sehr verschiedener Geschwindigkeit diffundieren.“ Er hält es daher für 
notwendig, das Schäumen zu vermeiden und hat bei den verschiedenen, 
teils von ihm selbst, teils von Arogh benutzten Apparaten Vorrichtungen ver- 
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Fig. 238. 


wendet, durch die das Blut nur in 
breiter Fläche über zylindrisch ge- 
staltete Glasoberflächen fließt, nicht 
schäumt. Allerdings muß gesagt 
werden, daß diese Bedenken experi- 
mentell noch nicht zahlenmäßig 
belegt sind. Sodann glaubt Bohr, 
daß durch Schütteln von Blut extra 
 corpus dadurch Fehler entstehen, 
daß ein Teil der roten Blutkörper- 
chen immer zerstört wird, das 
Hämoglobin also austritt. Beim 
Lackfarbenwerden beobachtet man 
aber immer eine Alkaleszenzvermin- 
derung und diese beeinflußt bekanntlich die Gasbindung sehr erheblich. 
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2. Nach Bohr. 


Bohr konstruiert seine Absorptiometer anders: 

Es befindet sich in dem einfachsten Absorptiometer ein horizontal 
liegender Einliterzylinder, der um seine horizontale Achse schwingend auf- 
gehängt ist. Das Blut fließt über die innere Fläche des Zylinders und steht 
mit dem eingeführten Gas in Austausch. In neuester Zeit verwendet Bohr 
den beistehenden Apparat (Fig. 238). In ihm rotiert im Kasten A durch die 
Tätigkeit eines Stahlmagneten E ein Zylinder B, der das am Boden des 
Kastens befindliche Blut auf seine Oberfläche zieht und mit herumführt. 
Für die Durchmischung des Gases ist außerdem durch einen Flügel € gesorgt. 
Es sind Vorrichtungen getroffen, um teils das Gas (A, K), teils das Blut 
(d, M) zu entnehmen und außerdem, um den Druck in dem System zu 
messen (F, G). Auf die exakte Druckmessung muß besonderer Wert gelegt 
werden, weil sowohl Absorption wie Spannung außerordentlich von dem Gas- 
druck beeinflußt werden, und zwar bei Blut in nicht vorauszusehender Weise. 


Methode zur Messung derBlutgasspannungim zirkulierenden Blut. 


Wenn die folgenden Methoden zwar im Prinzip die gleichen sind wie 
bei den Bestimmungen außerhalb des Körpers, so sind die Apparate doch 
infolge der Verwendung am lebenden Tier in charakteristischer Weise modi- 
fiziert. Das erste „Aörotonometer“ stammte bekanntlich von Pflüger. Es 
hat den Nachteil, daß das aus einer Arterie in eine senkrecht stehende 
Röhre oben so einfließende Blut, daß es sich in dünner Schicht ausbreitet und 
herabfließt, nicht mehr in das Tier zurückfließen kann. Die Dauer des Durch- 
fließens war wegen der Gefahr der Gerinnung nur kurz und die Blutmenge 
konnte nur gering sein, da man dem Tier nicht zu viel Blut entziehen darf. 

Bohr hat theoretisch abgeleitet, daß bei der Konstruktion eines Tono- 
meters, abgesehen von der guten Mischung des Gases, die Blutober- 
fläche gegenüber der Gasmenge dann am größten ist, wenn das Verhältnis 
Oberfläche (0) dividiert durch Gasvolumen (v) möglichst groß wird und 
hat bei der Konstruktion seiner Tonometer darauf Wert gelegt, daß dieser 
Bruch recht hoch ist. 

0) 


Für Pflügers Tonometer ist der Bruch == 33,.in den ‚älteren 


Aörotonometerversuchen von Bohr (1890), bei denen das Tonometer in den 
Verlauf einer Arterie eingeschaltet war, das Blut also ins Tier zurück- 


RN Wr en : 
floß, war 92. Bei Frederiegs Tonometer, bei dem der Apparat zwischen 
Arterie und Vene eingeschaltet war und das Blut durch Peptoninjektion 

N . i 
ungerinnbar gemacht war, ist- „ nur 37, aber der Apparat infolge seiner 


leichten Handlichkeit doch recht brauchbar. 
Erheblich bessere Gasausgleichsbedingungen bietet das Kroghsche 
Tonometer (Fig. 239): In ihm fließt das Blut sowohl längs der inneren 


Abderhalden, Handbuch der biochemischen Arbeitsmethoden. II. 45 
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Fig. 239. 


Oberfläche (1) einer senkrecht stehenden Röhre, wie längs eines diese um- 


Biologische Gasanalyse. 105 


gebenden Zylinders (2) hinab. Der Gasraum liegt zwischen beiden Schichten. 
Bi. 0. ur : £: ct ’ 
Das Verhältnis Ist etwa 30, dadurch wird das Eintreten des Gleichgewichts- 


zustandes sehr beschleunigt und dementsprechend die Gefahr der Sanerstoff- 
zehrung sehr gering. Der Gasdruck wird durch ein Manometer reguliert. 
Im allgemeinen ergab Bohrs Berechnung, dal) möglichst kurze Tonometer 
von 10 cm Länge und 10 cm Durchmesser am zweckmäßigsten sind. 
Außerordentlich günstige Bedingung bietet das Mikrotonometer von 
Krogh, in dem ebenso wie in dem Bohrschen und Kroghs älteren Apparat 
auch darauf Rücksicht genommen ist, daß die (resamtgasspannung in dem 


N 


4 
mu 77 


DARZZ Fig. 240. 
zei 
NZZ 
Gasgemisch über dem Blut gleich sein muß der 
5 Gesamtgasspannung im Blut. 
or Dies ist, wie erwähnt, nicht immer bei 


den früheren Untersuchungen beobachtet worden, und Bohr wie Krogh 
halten dies für eine nicht zu unterschätzende Fehlerquelle. Es habe 
z.B. im Venenblut Stickstoff eine der normalen, der Luft entspre- 
chende Spannung — 79°/,, die Kohlensäure einen Partiardruck von 6°/,, 
Sauerstoff von 5°/, des atmosphärischen Druckes. Setzt man dieses 
Blut in dem Tonometer mit einem Gasgemisch bei Atmosphärendruck 
in Ausgleich, das 5°/, Sauerstoff, 6°/, Kohlensäure und also 89%/, 
Stickstoff enthält, so sind zwar in dieser Gasmischung Kohlensäure und 
Sauerstoff mit gleichem Partiardruck wie im Blut vorhanden, der Partiar- 
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druck des Stickstoffs ist aber höher als im Blut. Der Stickstoff wird daher 
im Blut absorbiert. Durch die Absorption des Stickstoffs nimmt der Partiar- 
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Fig. 241. 


druck und der Prozentgehalt von Kohlen- 
säure und Sauerstoff im Gasgemisch zu. 
Daher wird nun auch Kohlensäure und 
Sauerstoff vom Blut absorbiert, bis sich 
schließlich ein labiles Gleichgewicht her- 
gestellt hat, bei dem der Partiardruck 
jedes Gases in dem Gasgemisch höher 
ist als die,entsprechende Spannung im 
Blut. Es wird also jedes Gas andauernd 
absorbiert und das Totalvolumen am 
(ras nimmt immer weiter ab. Daraus 
folgerten Bohr und Krogh, daß man 
notwendigerweise bei tonometrischen 
Untersuchungen für Regulation des Gas- 
druckes sorgen muß, so daß dieser 
konstant bleibt. 

Diese Bedingungen sind in dem 
beistehenden Mikrotonometer (Fig. 240) 
dadurch erfüllt, daß man eine im Blut 
schwimmende kleine Gasblase (Fig. 241 
Nr. 2) (0'004 cm?) durch Drehung der 
Schraube £ von Zeit zu Zeit in das 
Kapillarmeßrohr 3 hineinzieht und 
darin bei konstant gehaltener Tempera- 
tur prüft, ob sich ihr Volumen ver- 
ändert hat. Je nachdem verändert man 
den Gasdruck durch Manometer 10—15. 
15 führt zu einer Wasserstrahlpumpe, 
14 als Ventil nach außen. 


Der Apparat wird so in den Lauf einer Arterie eingeschaltet, daß 
das Blut bei 5 ein- und bei 7—9 austritt. Die Gasblase wird durch das 
Strömen des Blutes durch die enge Öffnung 7 in dauernde Rotation versetzt 
und der Gasausgleich außerordentlich beschleunigt. Nach der auf S. 662 
beschriebenen Mikroanalyse wird dann später die Zusammensetzung des 
Gases im dem Bläschen, das wieder in die Meßkapillare 3 gezogen ist, 
ermittelt. Außerdem ist der Verbrauch von Blut zu einer Bestimmung so 
gering, daß die Entnahme ohne Gefahr für den Organismus stattfinden kann. 

Das Kroghsche Mikrotonometer ist bisher außer von Krogh selbst 
für Salzlösungen noch wenig verwendet. Es scheint, daß sich viele Fragen 
aus der Blutgaslehre mit ihm werden lösen lassen. 


Die Blutkörperchenzählung und Hämoglobin- 
bestimmung. 


Von Franz Müller, Berlin. 


l. Die Fehlerquellen. 


1. Sedimentieren. 


Das Blut stellt eine Suspension, eine Aufschwemmung geformter, den 
Blutfarbstoff führender Elemente in einer homogenen Flüssigkeit dar. Will 
man in einem Blutstropfen die Zahl dieser Zellen oder die Menge des 
Farbstoffs in der Raumeinheit ermitteln und diesen Wert als Ausdruck der 
Zusammensetzung des in den Gefäßen zirkulierenden Blutes verwerten, so 
muß man natürlich dafür sorgen, daß der zu untersuchende Blutstropfen 
sich nicht nach Entfernung aus dem Körper durch Sedimentieren der Blut- 
körper entmischt, ein Vorgang, der bei Pferdeblut z.B. so störend ist, dab 
man hier nur unter Anwendung der größten Schnelligkeit brauchbare Ver- 
gleichswerte erzielt. Aber auch bei anderen Blutarten tritt dieses Sedi- 
mentieren auf und unter gewissen Umständen, z. B. nach vorhergegangenen 
Aderlässen bei blutarmen Individuen, besonders hochgradig störend in Er- 
scheinung. 

So fand Bürker‘) bei Kaninchenblut und sofortigem Abschluß der Zähl- 
kammer nach Auftragen des Blutstropfens 05—0'9 als mittleren Fehler des 
Mittelwertes von 6 Zählungen, wenn er nur 1 Minute zwischen Auftragen 
des Tropfens und Auflegen des Deckglases wartete, schon 1'7—2°6. 

Hat man eine größere Menge Blut zur Blutkörperzählung oder Farb- 
stoffbestimmung zur Verfügung, so soll man es in einem recht geräumigen 
Rundkolben möglichst lebhaft 3—5 Minuten ohne Schaumbildung um- 
schwenken und die Probe dann sofort entnehmen. 


2. Vasomotorische Störungen. 


Voraussetzung für Übertragung der in einem Tropfen Blut gefundenen 
Werte auf das im Körper zirkulierende Blut ist, daß der Blutstropfen auch 
in der Tat die gleiche Zusammensetzung wie das in dem zur Entnahme 


") K. Bürker, Die physiologischen Wirkungen des Höhenklimas. Pflügers Archiv. 
Bd. 105. S. 480 (1904) und Bd. 107. S. 426 (1905). 
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benutzten Blutgefäß zirkulierende Blut besitzt, daß) also bei der Entnahme 
selbst das betreffende Gefäß unverändert bleibt. Eine weitere Voraussetzung 
ist aber, daß die Blutzusammensetzung in dem betreffenden Blutgefäß zur 
Zeit der Entnahme der in anderen, großen Gefäßgebieten gleich ist. Über 
die Schwierigkeiten, die sich bei der Untersuchung der zelligen Elemente des 
Blutes und des Farbstoffs einstellen können, sagt Miescher!), zweifellos einer 
der hervorragendsten Kenner dieser Materie: „Wer sich, sei es an Menschen 
oder an Tieren, vielfach mit Untersuchungen der Blutbeschaffenheit beschäftigt 
hat, wird wie wir die Erfahrung gemacht haben, daß allerlei bekannte und 
unbekannte Umstände hier einwirken und auch ohne jedes Höhenklima uns 
durch merkliche Veränderungen der Blutkörperchenzahl oder Hämoglobin- 
menge plötzlich überraschen können. Wir haben ja 3 Angriffspunkte: das Ver- 
hältnis der Blutkörper zum Plasma kann durch jede Diarrhöe oder durch 
Schwitzen und andere Ursachen sich ändern; die Gesetze der Blutregeneration 
übersehen wir auch noch keineswegs vollständig und vollends ein dunkles 
Gebiet ist die Intensität der Blutkörperzerstörung und ihre gelegentlichen 
unberechenbaren Schwankungen, wovon wir auch sonderbare Beispiele be- 
obachtet haben....“ 

a) Das Verhältnis von Blutkörperzahl zu Plasma in ver- 
schiedenen großen Arterien zur gleichen Zeit. Betrachten wir zu- 
nächst die Beeinflussung des Verhältnisses von Blutkörperchen und Plasma 
in großen Blutgefäßen, so zeigten Cohnstein und Zuntz?) durch zahlreiche 
Versuche an Kaninchen, anschließend an ältere Beobachtungen von Lesser, 
dal die Zahl der Blutkörper in der Volumeinheit des Blutes in allen 
größeren Gefäßstämmen zur gleichen Zeit nicht nachweisbar verschieden 
ist. Einige solcher älteren Werte, sowie neuere Versuche, bei denen der 
Blutfarbstoffgehalt bzw. der Trockenrückstand des Blutes bestimmt wurde, 
zeigt Tabelle 4 (S. 710). 

Auch durch starke Änderungen in der Gefäßweite der Peripherie 
bleibt die Blutzusammensetzung in den großen Arterien oft fast unbeein- 
flußt. Das zeigen die folgenden 3 Diagramme >), in denen die ausgezogene 
Linie den Blutdruck, die unterbrochene die Blutkörperzahl im Blut der 
Art. femoralis, die punktierte den Hämoglobingehalt ebenda anzeigt. Die 
Injektionen von Suprarenin zwecks Änderung der Gefäßweite in den 
peripherischen Gefäßgebieten wurden in die Schenkelvene gemacht. Sie sind 
durch Pfeile angedeutet. 


') F. Miescher, Über die Beziehungen zwischen Meereshöhe und Beschaffenheit 
des Blutes. Gesammelte Abhandlungen. 1897. S. 332. 

?) I. Cohnstein und N. Zuntz, Untersuchungen über den Flüssigkeitsaustausch 
zwischen Blut und Geweben unter verschiedenen physikalischen und pathologischen Be- 
dingungen. Pflügers Arch. Bd. 42. S. 303 (1888). 

5) O. Hess, Über die Beeinflussung des Flüssigkeitsaustausches zwischen Blut und 
Geweben durch Schwankungen des Blutdrucks. Deutsch. Arch. d. klin. Med. Bd. 79. S. 128 
(1903). — W. Erb jun., Über den Einfluß von Blutdruckschwankungen auf die Kon- 
zentration des arteriellen und venösen Blutes. Deutsch. Arch. d. klin. Med. Bd. 88. S. 36 
(1907). 
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Andrerseits können erhebliche Änderungen in der Weite großer Kapillar- 
gebiete indirekt die Blutkörperchenzahl in den großen Gefäßstämmen be- 
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einflussen. So fanden Cohnstein und Zuntz bei einem Hund mit durch- 
schnittenem Brustmark in der Art.femoralis 42, 2 Stunden später nach 
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Rückenmarkreizung und heftigem Beintetanus 5'0, 1!/, Stunden danach in 
Ruhe 37 Millionen roter Blutkörper. 

b) Das Verhältnis von Blutkörperchen zu Plasma im Venen- 
gebiet zu verschiedenen Zeitpunkten. Die Kapillaren führen oft blut- 
körperchenärmeres Blut als die großen Gefäßstämme. Der relative Gehalt 
an Blutkörperchen im Ver- 
hältnis zum Plasma wechselt 
stark mit der Weite der Ka- 
pillaren und der Geschwindig- 
keit des Blutstromes. So ha- 
ben alle diejenigen Eingriffe, 
welche die Weite und die 
Strömung in größeren Ka- 
pillargebieten ändern, Ein- 
fluß auf die Blutkörperchen- 
zahl im Venen blut. Cohn- 
stein und Zuntz studierten 
von derartigen Faktoren: 
Durchschneidung und Reizung 
des Rückenmarks, Vagusrei- 
zung, Erhöhung des Venen- 
druckes, die Muskeltätigkeit 
und das Fieber. Die Erregung 
des Tieres, die Fesselung und 
Narkose, überhaupt alle die 
die Vasomotorentätigkeit be- 
einflussenden Vorgänge ver- 
ändern durch ihren Einfluß 
auf die Blutströmung in der 
Peripherie die Zusammen- 
setzung des Blutes der venö- 
sen Gebiete. Als Beispiel für 
derartige Beeinflussungen sei 


HbP/, 


Rote Blut- 
körperehen 
Million 


Blutdruck 
mmHg 


200 


0 75’ |\20 x 
die vorstehende Tabelle D ge- 
+ + : . 
Fig. 242 d. geben, in der sich neben den 
—+ Suprarenin-Atropin-Injektion in V. femoralis. älteren einige neuere eigene 


Versuche finden. Die erlaubte 
Abweichung von 2 Parallelbestimmungen der Blutkörperzahl beträgt etwa 
1'5°/, in Maximo, d. h. 75.000 auf 5 Millionen. 

Ein Beispiel, wie selbst sehr kleine Zeitdifferenzen zwischen der Ent- 
nahme zweier unter verschiedenen Umständen gewonnener Venenblutproben 
die Resultate fälschen können, bietet die Fig. 242 d. 

In ihm sind die Blutkörperzahl und die Hämoglobinmengen des 


Blutes der Vena jugularis bei starken Blutdruckschwankungen verzeich- 


net. Man sollte danach annehmen, daß sich die Zusammensetzung des Venen- 
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blutes im Gegensatz zu der des Arterienblutes (siehe Fig. 242) stets 
gleichsinnie mit Änderungen des Blutdrucks ändert. Diese Tatsache 
würde zu sehr merkwürdigen Schlüssen über die Funktion der Lunge als 
Ausgleichsorgan der Blutzusammensetzung führen. Trotzdem aber die 
Fig. 242d zugrunde liegenden Bestimmungen selbst tadellos und ein- 
wandfrei gemacht waren, liegt doch ein Fehler vor. Die Entnahme des 
Venenblutes erfolgte nämlich immer, wie in Fig. 242d angedeutet, kurz 
nach der Blutdruckmessung und nach Blutentnahme aus der Arterie 
und man sieht die starken Divergenzen zwischen Arterien- und Venen- 
blut auch nur, wenn man zuvor Arterienblut und etwa 30“ oder noch 
später, während der Blutdruck inzwischen erheblich geringer oder 
gefallen ist, das Venenblut entnimmt. Verfährt man aber umgekehrt und 
nimmt nach der Blutdruckänderung zuerst Venen-, dann Arterienblut oder 
beide Proben genau gleichzeitig, so fällt (siehe Tabelle A) der Unter- 
schied fort.) 

Wollen wir also bei akut wirkenden Eingriffen durch Zählung der 
Blutkörper oder Bestimmung des Farbstoffs die Blutzusammensetzung in 
verschiedenen Gefäßgebieten zu gleicher Zeit oder im peripherischen Gefäß 
zu verschiedenen Zeiten vergleichsweise ermitteln, so müssen wir die Proben 
im ersten Fall genau gleichzeitig entnehmen und im zweiten dafür 
sorgen, daß die Blutverteilung keine erheblichen Änderungen erlitten hat, 
eine Forderung, die bei gefesselten Tieren infolge des Sträubens sehr 
schwer, bei Menschen nur nach längerer Einübung zu erzielen ist. Bei der 
Untersuchung von Tierblut gelangt man, wie gesagt, zu sichereren Resul- 
taten, wenn man Blut aus größeren Gefäßstämmen benutzt. (Vgl. Tabelle A.) 
Man muß außerdem sicher sein, daß die Tiere sich in normalem Körper- 
zustand befinden, denn Krankheiten irgendwelcher Art, besonders die bei 
Versuchstieren häufigen Infektionskrankheiten können die Resultate infolge 
der dadurch veränderten Blutverteilung vollkommen unbrauchbar machen. 

Ferner muß Änderung der lokalen Blutfülle durch Drücken und 
Massieren des Hautgebietes, aus dem beim Menschen etwa eine Blutprobe 
zur Untersuchung entnommen werden soll, vermieden werden: Man muß 
mit einem festen Lanzettenstich ?2) in die Fingerspitze oder ins Ohrläppchen 
einstechen, so daß) das Blut im großen Tropfen sofort ohne Quetschen oder 
Reiben der Haut hervorquillt. Der erste Tropfen wird trocken abgewischt 
oder abtropfen gelassen. Der zweite Tropfen wird von dem einige Zeit 


) In einer unter Ashers Leitung gemachten Arbeit (Bruno Böhm, Fortgesetzte 
Untersuchungen über die Permeabilität der Gefäßwände. Biochem. Zeitschr. Bd. 16. 
S. 315. 1909) ist der Einfluß der durch Splanchnikusreizung oder Adrenalininjektion 
hervorgebrachten Blutdrucksteigerung auf den Trockensubstanzgehalt des Arterien- oder 
Venenblutes in den Bauchorganen neuerdings untersucht worden. Nach der dort ge- 
äußerten Ansicht können mechanische Druckschwankungen innerhalb der physiolo- 
gischen Grenzen den Flüssigkeitsaustausch zwischen Blut und Geweben nicht beein- 
flussen. Adrenalin wirke durch besondere Beeinflussung der Gefäßwände. 

?2) Die Lanzette des „Frrankeschen Schnäppers“ soll unten halbrund sein, nicht 
spitz, da dann mehr Blut fließt, sie fährt 1—2 mm durch Federdruck hervor. 
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zuvor gut gereinigten Hautteil in den-Meßapparat aufgesogen oder sonst- 
wie zur Untersuchung gebracht. 


Il. Die Blutkörperchenzählung. 


Der allein heute noch gebräuchliche Apparat ist der sogenannte 
Thoma-Zeisssche Zählapparat!) (Fig. 243). Er besteht aus einem Melan- 
geur oder einer Mischpipette, die wohl zuerst von Potain angegeben ist, und 
einer Zählkammer. Die Mischpipette besitzt eine in eine birnförmige Erweite- 
rung E übergehende und in ein enges, nicht ganz kapillares kurzes Rohr aus- 
laufende Kapillare 5. An dem Endstück wird ein Gummischlauch mit Mund- 
stück M angesetzt. Die Kapillare trägt entweder nur 2 Marken (05 und 1°0) 
oder besser nach den Angaben von Miescher?) neben den zur Vermeidung 
der parallaktischen Verschiebung rund herum geteilten Ringmarken 05 
und 1'0 je zwei kleinere Striche als Hilfen bei nicht ganz genauer Auf- 


0.100 mm. 


1 
N . 
400 pam 


C. Zeiss 


Jena. 


Fig. 243. 


saugung des Blutes. Jeder dieser kleinen Abschnitte zwischen Hauptteil- 
strich und Hilfsstrich entspricht genau einem Hundertstel des gesamten 
Volumens der Kapillare. An dem oberen Ende der birnförmigen Erweite- 
rung befindet sich eine dritte große Marke 101. Der Apparat ist so her- 
gestellt, dal) der Inhalt der Kapillare bis zum Teilstrich 1 genau den hun- 
dertsten Teil des Inhaltes der Birne darstellt, bis 05 dementspechend 
den zweihundertsten Teil. In die Kugel ist eine Glasperle frei beweglich 
eingeschmolzen. 

Man nimmt die Verdünnung des Blutes in der Weise vor, daß man 
das Blut vom Ohrläppchen bis zu einer der Marken in die Kapillare auf- 
saugt, darauf das konisch zugeschliffene polierte Ende der Kapillare mit 
Filtrierpapier oder japanischem Papier (ohne Fäserchen, schneiden nicht 


!) J. F. Lyon und R. Thoma, Über die Methode der Blutkörperzählung. Virchows 
Archiv. Bd. 84. S. 131 (1881). 

?) F. Miescher, Bemerkungen über eine verbesserte Form der Mischpipette. Kor- 
respondenzblatt für Schweizer Ärzte. Bd. 23. S. 830 (1893). 
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reißen!) blutfrei abwischt und nun eine die Blutkörperchen nicht verän- 
dernde Verdünnungslösung bis zur Marke 101 nachsaugt. Dabei muß der 
Eintritt von Luftbläschen vermieden werden. Sobald man eingesaugt hat, 
verschließt man das zugespitzte Ende mit dem zweiten Finger, das obere 
Ende mit dem Daumen und schüttelt so lange, bis die Lösung gleich- 
mäßig durchgemischt erscheint. Das Aufsaugen der Verdünnungslösung muß 
natürlich so schnell erfolgen, daß das Blut in der Kapillare nicht gerinnt. 

Als Konservierungsflüssigkeit der roten Blutkörperchen sind 
zahlreiche Gemische- empfohlen worden, von denen hier nur die empfehlens- 
werteste, die Hayemsche Lösung, genannt sei. 


Rezept: Hydrarer namen NN VOB 
Natr: BEiEm ER RN INNTEN 
Nabe CRD EREMIEIEN ZU „RE ey 
Aqu. des el. RIO 


Zur Zählung der weißen Blutkörperchen benutzt man Verdünnungs- 
flüssigkeiten, die die roten lösen und die weißen konservieren, so nach 
Thoma 0'3—0'5°/,ige Essigsäure, eventuell unter Zusatz einer geringen 
Menge eines die Leukozyten färbenden Farbstoffs. 

In diesen Lösungen halten sich die roten bzw. weißen Blutkörperchen 
oft 24 Stunden, es empfiehlt sich aber doch, die Zählung noch am Tage 
der Entnahme vorzunehmen. 

Zur Zählung der Blutplättchen hat man je 10 Teile von 0'1°/,iger 
Chromsäure und 1°/,iger Osmiumsäure mit einem Teil Eisessig vorge- 
schlagen. Bürker empfiehlt Auftropfenlassen von Blut auf Paraffin, Ab- 
heben der Plättchen von der Kuppe des Tropfens. Die Zählung der Blut- 
plättchen muß schnell erfolgen, da sie weniger haltbar sind als die an- 
deren Blutbestandteile. !) 

Die Zählkammer des Thoma-Zeißschen Apparates besteht aus einem 
auf einem Objektträger aufgekitteten Glasrahmen W mit zentralem kreis- 
förmigen Ausschnitt r. In dem Ausschnitt sitzt ein rundes Glastischehen 5, 
in welches in der Mitte ein Netz kleinerer und größerer Quadrate eingeritzt 
ist. Der äußere Glasrahmen W überragt die Höhe des inneren Glastisch- 
chens B genau um O0'1 mm (Fig. 243). 

Man hat nun einen Tropfen der Blutmischung (und zwar nicht den 
ersten, der sich in der Kapillare befindet und nicht mitgemischt worden ist) 
auf die Mitte des Glastischehens zu bringen und sofort ein dickes Deck- 
glas D von der Seite her so überzuschieben, daß der kreisrunde Rand des 
Rahmens der gefüllten Zählkammer Newtonsche Farbenringe zeigt. Dies 
gelingt nur nach einiger Übung. Hat man etwas zu viel Flüssigkeit, so 
tritt sie über das Deckglas und muß durch Filtrierpapier entfernt werden. 
Hat man zu wenig oder das Deckglas schief aufgeschoben, so befinden 
sich Luftblasen in der Zählkammer. In diesem Fall muß) man von neuem 
reinigen und wieder füllen. 


) K. Bürker, Blutplättchen und Blutgerinnung. Pflügers Archiv. Bd.102. S. 36 
(1904). 8. 92 Konservierung der Blutplättchen. 
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Um die korrekte Füllung, von der die Höhe des mit Blut erfüllten 
Raumes und daher die Richtigkeit der Zählung abhängt, zu erleichtern, 
hat Bürker‘) eine Modifikation der Zählkammer empfohlen, bei der das 
Deckglas vor der Füllung aufgeschoben und die Blutmischung dann in 
2 Zählkammern durchgesaugt wird (Fig. 244). Auf diese Weise wird eine 
Doppelbestimmung ohne Neufüllung ermöglicht und die doch noch sehr leicht 
eintretende ungleichmäßige Verteilung der Zellen verhindert. Die einge- 
ritzte Quadratur fehlt entweder und dafür wird ein mit Quadratteilung 
versehener Objektmikrometer benutzt, da Bürker fürchtete, die Zellen 
könnten an den wie Gräben wirkenden Strichen liegen bleiben und die 
Gleichmäßigkeit der Zellverteilung beeinträchtigen, oder beide Zählflächen 
sind in der beifolgenden Art geteilt (Fig. 245 a, b). 

Wenn auch das Überschieben des Deckglases, wie erwähnt, sofort 
nach Aufbringen der Blutmischung geschieht, wird doch oft eine an 
Körperchen reichere Flüssigkeit in der Mitte der Kammer, eine zellärmere 
an den Rändern gefunden. Die mikrophotographischen Aufnahmen Bürkers 


Fig. 244. 


zeigten, wie ungleich auch bei korrektem Vorgehen oft die Verteilung in 
der älteren Thomaschen Kammer erfolgt. Es soll also nach Einstellung unter 
dem Mikroskop bei etwa 400facher Vergrößerung das Gesichtsfeld gleich- 
mäßig mit Blutkörperchen erfüllte Quadrate zeigen. 

Man zählt bei der alten Kammer 100 Quadrate mit etwa 1000 Zellen. 
Da die Seitenlänge jedes Quadrates !/,,mm, sein Flächeninhalt also 
1/00 mm?, die Höhe O'1 mm, sein Rauminhalt also !/;00 mm® beträgt, so 
muß man, um die Menge Blutzellen im Kubikmillimeter Blut zu finden, 
die gefundene Zahl mit 4000 und der Verdünnung des Blutes (100 
bzw. 200) multiplizieren und durch die Zahl der gezählten Quadrate divi- 
dieren. So erhielten Lion und Thoma?) bei Kontrollversuchen an de- 


le. | 
2), ].c.; ferner Reiner, Die Zählung der Blutkörperchen und ihre Bedeutung für 
Diagnose und Therapie. Leipzig 1891. 
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fibriniertem Schweineblut bei Reihen von 12—24 Füllungen mit je 900 
bis 1150 gezählten Zellen (100 Quadrate, Verdünnung !/,90) einen wahr- 
scheinlichen Fehler von im ersten Falle 2:7. im zweiten Falle 1°8°/,. 
Veillon bekam in 12 Füllungen mit Sehweineblut bei Zählung von je 
etwa 1100 Zellen als größte Abweichung vom Mittel 0°89°/, des Mittel- 
wertes, als wahrscheinlichen Fehler 0:38°/.. Brünings') erzielte in Serien 
von je 5 Zählungen von 400 Quadraten Abweichungen von + 1°4 bis —1'7%, 
vom Mittelwert. 

Bürker bekam in seiner neuen Kammer bei Zählung von je 40, also 
nur 80 Quadraten einen mittleren Fehler von + 0'6°/, des Mittelwertes. 
(Man zählt in Bürkers Kammer die roten Blutkörperchen in den kleinen, 
die weißen in den großen Quadraten des Netzes.) 


[1 71 


ie nel mr I 
En I 
| A 


Fig. 245. 


Man sieht also, daß die aus fehlerhafter Füllung der Pipette und 
fehlerhafter Herstellung des Präparates sich ergebenden Fehler bei eroßer 
Übung(!) recht gering sind. Die durch fehlerhafte Konstruktion der 
Apparate bedingten Fehler sind, wie eingehende Vergleiche verschiedener 
Zeißscher Apparate gezeigt haben, ganz unwesentlich. Die Abweichung 
betrug (Thoma) bei Zählung von etwa 12.000 Zellen zwischen zwei Appa- 
raten 0'9°/,, bei Zählung von 61.000 Zellen nur 03: 

Die lange ventilierte Frage, ob die Zählkammer ihre Höhe bei ver- 
schieden hohem äußeren Luftdruck ändere, ist heute bestimmt in nega- 
tivem Sinne entschieden. So erhielt Abderhalden in der geschlossenen 


') W. Brünings, Ein neuer Apparat zur Blutkörperchenzählung. Pflügers Archiv. 
Bd. 93. S.406 (1903). 
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Thoma-Zeiß-Kammer wie in der nach außen offenen Schlitzkammer genau 


die gleichen Zahlen: 
Tabelle C. 


Millionen 


Nr. Alte Kammer Sehlitzkammer 
IL Ze 10) 5403 
R 5409 5411 
m 54lb 5,414 
Ve 5'582 
IE NND RT 5.578 
NarOREN 74908 4:907 
E 4.911 4-915 
ET N: 4-909 
N a) 5.202 
7208 5.204 
BILD 5.5525 5'285 
5288 5291 


ah | 
Bürker stellte auf optischem Wege, durch Beobachtung der Newton- 
schen Ringe, die Unabhängigkeit vom äußeren Luftdruck fest. Nur bei sehr 
rasch eintretender Luftverdünnung im pneumatischen Kabinett fand er 
eine geringe Abnahme der Kammerhöhe. Auch Temperaturunterschiede 
zwischen 24--45° sind praktisch für die Kammerhöhe ohne Bedeutung 
(+0'0003 mm). 

Die oben genannten Kontrollversuche mit 0'6 bis etwa 2°/, maximaler 
Abweichung bedeuten also bei der üblichen Normalzahl von 5 Millionen roter 
Blutkörperchen in 1 mm: 30.000—100.000 Zellen als zu vernachlässigende 
Differenz. Meistens wird man bei einem nicht so geübten Untersucher mit 
4mal so großen Abweichungen zu rechnen haben. Man wird nach obigem also 
meist Differenzen bis zu etwa 180.000 bei einer Blutkörperchenmenge von 
5 Millionen als innerhalb der Fehlergrenzen liegend zu betrachten haben. 
Natürlich ist es ein Unfug, mehr als höchstens 4 Zahlen anzugeben. Man 
sollte sich daher gewöhnen, 5 Millionen, 55, 918 usw., nicht 5,500.000, 
5,180.000 zu schreiben, wie es noch meist geschieht. Nur wenige sehr Ge- 
übte werden Differenzen unter 1°/, als reell ansehen dürfen. 

Für die Zählung der weißen Blutkörperchen findet sich in dem 
Thoma-Zeißschen Apparat eine zweite Mischpipette, bei der die Ver- 
dünnung 1:10 bzw. 1:20 beträgt. Hier ist das Resultat also dementsprechend 
mit 10 bzw. 20 statt 100 oder 200 zu multiplizieren.) 

Sehr empfehlenswert erscheint mir Bürkers Rat, die Zählbefunde in 
gedruckte Schemata einzutragen, die Quadrate in der Reihenfolge der 
Netzteilung enthalten. (Buchdruckerei H. Laupp jun., Tübingen, Heuberger- 
straße Nr. 1—3.) So bietet das Zählresultat auf den ersten Blick ein Bild der 
Verteilung der Zellen und man zählt nicht so leicht ein Quadrat doppelt, 


!) Eine prinzipiell andersartige Zählmethode, bei der das Blut in ——H Cl ver- 


dünnt und in gefärbtem Trockenpräparat gezählt wird, empfehlen V. Ellermann und 
A Erlandsen, Eine neue Technik der Leukozytenzählung. Deutsch. Arch. f. klin. Med. 
Bd. 98. S. 245 (1909). Der Fehler soll relativ klein sein. 
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III. Die Bestimmung des Blutfarbstoffs. 


Die roten Blutkörperchen sind bei höheren Tieren die einzigen Blut- 
elemente, die roten Blutfarbstoff, Hämoglobin, enthalten. Will man den 
Hämoglobingehalt im Kubikzentimeter Blut ermitteln, so muß man die 
roten Blutzellen auflösen und das Hämoglobin austreten lassen. 

Die Bestimmung der Farbintensität einer solchen Blutlösung geschieht 
nach denselben Prinzipien, nach denen auch sonst kolorimetrische Ver- 
gleiche angestellt werden, nur bedingt die nicht unbegrenzte Haltbarkeit 
sowie die je nach der Gassättigung leicht wechselnde Farbennuance der 
verdünnten Blutlösung bestimmte Vorsichtsmaßregeln. 


Allgemeine Bemerkungen. 


Den meisten Untersuchern ist es erwünscht, ihr Auge vor Neben- 
licht zu schützen und nur das die Blutfarbstofflösung passierende rötliche 
Licht auf die Netzhaut wirken zu lassen. Man wird daher, wenn möglich, 
im Dunkelzimmer arbeiten oder einen Mikroskopierkasten benutzen. Ein- 
facher ist eine aus geschwärzter Pappe hergestellte Röhre, in der sich 
Öffnungen für die beiden Augen befinden. 

Man hat störende Reflexe von der Oberfläche der Farbstofilösung 
oder von den Glasteilen des Apparates zu vermeiden. Weiter müssen so- 
wohl die abschließenden Glasflächen, welche das Licht passiert, wie die zu 
untersuchende Lösung selbst absolut staub-, fett- und gerinnselfrei sein, und 
Luftblasen selbstverständlich fehlen. Es ist bekannt, wie selbst für das 
bloße Auge nicht sofort merkliche Trübungen die Absorptionskraft einer 
Lösung außerordentlich stark verändern. Die Glasteile sind daher mit nicht 
fasernden, weichen Tüchern zu reinigen, da Schrammen im Glas den Gang 
der Lichtstrahlen ablenken. Die zu untersuchende Lösung muß) vor dem Ein- 
füllen filtriert werden. 


Endlich darf die Blutlösung nach Herstellung der erforderlichen Ver- 
dünnung nicht längere Zeit aufgehoben werden: Im allgemeinen verän- 
dert unverdünntes defibriniertes Blut auf Eis aufbewahrt seine Färbe- 
kraft im Laufe von 24 Stunden nicht, wenn man es kurz vor dem Versuch 
mit Luft kräftig schüttelt. Doch kommen auch Ausnahmen vor. Hundert- 
fach verdünntes Blut dagegen liefert oft schon nach wenigen Stunden ab- 
norme Zahlen. Es ist sehr zu beachten, daß die mit dem Blut in Berüh- 
rung kommenden Glasgefäße, die ja trocken sein müssen, nicht durch 
Äther getrocknet werden, da der im Laboratorium verwendete gewöhnliche 
Äther meist beim Verdunsten etwas Rückstand binterläßt und auch ohne- 
dies nicht ganz frei ist von kleinen Mengen von Substanzen, die das Hä- 
moglobin in Methämoglobin verwandeln und damit die Absorptionskraft 
wie den Farbenton der Blutlösung stark ändern. Man hat häufig genug 
beobachtet, wie Blut, das in mit äthergetrockneten Glasgefäßen aufbewahrt 

Abderhalden, Handbuch der biochemischen Arbeitsmethoden. III. 46 
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war, auch ohne verdünnt zu sein, nach wenigen Stunden nennenswerte 
Mengen von Methämoglobin aufwies. 


Die einzelnen Hämoglobin-Bestimmungsapparate, Hämometer 


lassen sich in solche einteilen, bei denen ein Vergleich mit einer Farbe 
oder Farblösung stattfindet, sodann in solche, bei denen das Licht gleich- 
zeitig die Blutfarbstofflösung und reines Wasser passiert, unter dem sich 
eine gefärbte Schicht von verschiedener Dicke befindet. Im folgenden sollen 
nur die zurzeit empfehlenswertesten und die viel gebrauchten Apparate 
beschrieben werden. Es gibt aber erheblich mehr. Schon 1897 wurden 22 
verschiedene Ausführungen gezählt. 


A. Einfachere Apparate für die Bedürfnisse der Praxis. 


1. Farbenvergleichung nach Ehrlich-Tallgvist.) 
Ehrlich empfahl, zur ungefähren. Schätzung der Färbestärke einen 
Blutstropfen von 5—6mm Durchmesser langsam von reinweißem, nicht zu 


Fig. 246. 


rauhem Filtrierpapier aufsaugen zu lassen und bei auffallendem Licht mit 
normalem Blut oder einer Farbenskala zu vergleichen. Tallgvist hat dann 
eine Farbenskala?) herstellen lassen. Eine derartige Vergleichung kann 
natürlich nicht sehr genau sein, aber sie genügt oft zur ungefähren Orien- 
tierung. In 100 Messungen fand Zur Verth 19mal unter 5°/,, 42mal 5%,, 
34mal 10°,, 5mal 15°, Abweichung von den Werten, die der Fleischl- 
Mieschersche Hämometer lieferte. 

2. Gärtnerscher Hämophotograph?) (Fig. 246). 

1) Ehrlich-Tallgvist, Einfaches Verfahren zur Schätzung der Färbestärke des Blutes. 
Zeitschr. f. klin. Med. Bd. 40. S.137. — Zur Verth, Über Bestimmungen des Hämo- 
globingehalts mit der Tallgvistschen Skala. Münchener med. Wochenschr. Bd. 51. 
S. 1338 (1904). 

?) Erhältlich bei Wentzel Hagelstamms Verlag, Helsingfors. 

®) @. Gärtner, Neuer Apparat zur Bestimmung des Hämoglobingehalts im Blute. 
Münchener med. Wochenschr. Bd. 48. S. 2003 (1901). 
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Es ist unter Umständen erwünscht, die Vergleichung mit einem so- 
genannten Normalblut oder einer Normallösung, wie es die meisten Methoden 
verlangen, sowie die Farbenvergleichung durch das oft farbenunempfind- 
liche oder abnorm empfindende Auge zu umgehen. Denn es muß zugegeben 
werden, daß viele Vergleichslösungen teils ihre Färbung beim Aufbewahren 
verändern, teils nur selten genau die Blutfarbennuance in den verschiedensten 
Verdünnungen besitzen. Aus diesem Grunde empfiehlt Gärtner an Stelle 
der direkten Beobachtung die Prüfung der Absorption der chemisch wirk- 
samen Sonnenstrahlen durch eine Blutlösung in ihrer Wirkung auf unter- 
gelegtes photographisches Papier. Die Schwärzung des Papiers wird ver- 
glichen mit der Absorption durch einen künstlich hergestellten Glaskeil 
von zunehmender Schwärzung. 

Im einzelnen besteht der Apparat aus einem kleinen photographi- 
schen Kopierrahmen (Fig. 246), in dem eine Skala neben einem mit 
rundem Ausschnitt versehenen kleinen Rahmen befestigt wird. In dem 
Kreisausschnitt des Rahmens sitzt eine etwa 2mm hohe Glaskammer, 
die mit der Blutlösung ge- 
füllt und oben durch eine S—= 
überzuschiebende Glasplatte Mi | 
verschlossen wird. Zur Vor- 
nahme der Untersuchung legt 
man in den Kopierrahmen 
ein photographisches Papier 
und exponiert so lange, bis 
das Papier unter der Blut- 
lösung denselben Farben- 
ton angenommen hat, wie 
ein in dem Rahmen befindlicher, mit unveränderlicher Ölfarbe angestrichener, 
grauschwarzer Streifen. (Durch Ausprobieren wurde gefunden, dal dann das 
Optimum der Genauigkeit erreicht ist.) Die Exposition dauert bei gutem 
Lieht 2—3, bei schlechtem Lieht 10—12 Minuten für normales Blut. Nach 
beendeter Belichtung wird der Rahmen geöffnet und das Papier heraus- 
genommen (Fig. 247). Man sieht die Millimeterskala, das Bild des Keils 
und von einem quadratischen weißen Feld eingerahmt das kreisförmige 
Bild der Blutkammer. Zur Bestimmung, welche Punkte des Keils dem Blut- 
bild im Ton am meisten gleichen, muß man die Teile unmittelbar neben- 
einander haben. Man schneidet daher das Papier in der in Fig. 247 ange- 
gebenen Weise in 3 Teile und legt nun Teil 3 neben 7 unter einen in 
Fig. 248 abgebildeten, mit einer Blendenöffnung versehenen Karton. Durch 
Auf- und Abwärtsschieben des Keilbildes findet man den Punkt der Far- 
bengleichheit. Natürlich muß die Bestimmung, da das Papier nicht fixiert 
ist, schnell und in schwach diffusem Licht gemacht werden, am besten 
bei künstlichem Licht (Glühlampen oder Petroleum, nicht Auerlicht) resp. 
weiter als 1m von der helleren Lichtquelle entfernt. Die Vergleichung ist 
nach wenigen Sekunden geschehen und läßt sich beliebig oft wiederholen 
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Sollte das Papier sich inzwischen verändert haben, so schneidet man eine 
nene Stelle aus Stück 2 heraus und nimmt die Vergleichung von neuem 
mit einem frisch abgeschnittenen, im Dunkeln bewahrten Stück der Skala vor. 

Will man das Bild als Dokument aufbewahren, so muß man die fixierte 
Kopie wie oben zerschneiden, Abschnitt 2 um 180° gedreht neben 7 aufkleben, 
wie es zur Ablesung erforderlich ist. Natürlich muß darauf geachtet werden, 
daß Ton- und Fixierbad die beiden Hälften genau in der gleichen Weise 
treffen und beeinflussen. Die Genauigkeit ist beim fixierten Bild nicht so 
groß wie beim unfixierten. Es wird daher empfohlen, die Messung am 
nichtfixierten Bild vorzunehmen und ein anderes Blatt zu kopieren, zu 
fixieren und aufzuheben. 

Gerade bei dieser Bestimmung hat sich gezeigt, daß verdünnte Blut- 
lösungen sich außerordentlich schnell in ihrer Absorptionskraft verändern. 
Schon nach einer halben. ja bei Belichtung nach einer Viertelstunde kann man 
Abweichungen konstatieren. Man kann’ daher nicht, um die Konstanz der 
Angaben des Apparates zu prüfen, dieselbe Blutprobe wiederholt kopieren. 
man muß) vielmehr in diesem 
Falle eine neue Probe des- 
selben Blutes verdünnen. Die 
Skala ist so hergestellt, daß 
der Hämoglobingehalt des nor- 
malen Blutes mit 100 bezeich- 
net wird. Sie reichtnur bis20°/, 
herab, da niederere Werte 
nicht mehr gut abzulesen sind. 
Wenn man also bei nicht 
zu anämischem Blut 1 cm? des Blutes mit 2 cm® Wasser verdünnt, so hat 
man hier gleiche Mengen zur Verdünnung zu wählen. 1 mm der Skala ent- 
spricht bei höheren Hämoglobinwerten bis zu 5°/,, bei den niedrigen meist 
1°/,. Als Abmessungsvorrichtung wird eine Blutpipette mit polierter Spitze 
und Ringmarke nach Möiescherschen Vorschriften (siehe Blutkörperchenzäh- 
lung, S. 714) beigegeben. Das Abmessen des Wassers zur Verdünnung ge- 
schieht durch Pipettieren.!) Über die Genauigkeitsgrenze des Apparates ist 
anscheinend noch nichts veröffentlicht worden. 

3. P. Grützner?) war von der Farbenvergleichung nach Tallgvist sehr 
wenig befriedigt und hat einen anderen einfachen Hämometer empfohlen.:) 

Der a mometer: Der Apparat besteht aus einem oben 17 cm 
tiefen und etwa 7 mm breiten Glaskeil von etwa 5’2 cm Höhe. Der untere 


!) Der Apparat ist zum Preise von 30 Mk. bei Frz. Hugershoff, Leipzig, Karolinen- 
straße 13, in Österreich bei K. Liebert, Wien, IX., erhältlich. 

?) H. Breyer und P. Grützner, Tübingen, ie einfacher Hämometer für den prak- 
tischen Arzt. Münchener med. Wochenschr. Bd.52. S. 1521 (1905). 

®) Er macht übrigens darauf aufmerksam, nn: man der Hämometer und nicht 
das Hämometer sagen soll, da es sich um einen Messer (petprg), nicht um ein Maß 
(u.stoov) handelt. 
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spitze Winkel von etwa 20° ist abgerundet, die Schichtdicken betragen zwischen 
3 und 15 mm. Die vorderen und hinteren Flächen bestehen aus wasser- 
hellem Glas, die Seitenwände aus Messingblech, das innen mit dünnem 
Glas belegt ist. Füllt man das Gefäß mit 100- oder 200fach verdünntem 
Blut (zur Verdünnung ist eine Pipette von 2cm®, die außerdem eine 
Marke entsprechend 20 mm? weniger als 2 cm3 besitzt, und eine feine Pipette 
mit 20 mm®-Marke für das Blut beigegeben), so sehen die dieken Schichten 
rot, die dünneren gelblichrot, die dünnsten hellgelb aus. Vor der vorderen, 
senkrecht stehenden Fläche des Keils gleitet in Schienen ein Schieber aus 
Messingblech vorbei, in welchem sich drei übereinanderstehende horizontale 
Schlitze befinden (je 1'5 mn breit und je 1 mm voneinander entfernt) 
(siehe Fig. 249). Die hintere Wand ist durch eine Milchglasplatte verdeckt. 
Die Spitze des Keils sitzt in einem Metallstab, 
durch den der ganze "Apparat ' festgestellt - wer- 
den kann. 

Der Schieber besitzt außerdem noch drei 
weitere gleiche Schlitze, hinter denen die Vergleichs- 
farbe vorbei geführt wird. Diese besteht aus einer 
Leimplatte, die durch Pikrokarmin gefärbt ist und 
zwischen dünnen wasserklaren Glasplatten wasser- 
dicht aufbewahrt wird; sie müssen auch vor Licht 
geschützt gehalten werden. Nach Angabe von 
Grützner besitzen diese Platten genau den Farben- 
ton der Blutlösung. Es werden zwei derartige 
Leimplatten gegeben. Die eine dunklere ent- 
spricht der Farbe 100fach verdünnten normalen 
Blutes bei 5 mm Schichtdicke, die zweite hellere 
der von 200fach verdünntem Blut in gleicher Fig. 249. 
Schicht. 

Die Vergleichung gestaltet sich nun so, daß man bei senkrechter 
Einstellung oder Haltung des Keils 3 verschieden tief gefärbte Striche (in 
Fig. 249 links) neben drei gleichgefärbten der Vergleichsfarbe sieht. Man 
stellt die Grenzen ein, bei denen der mittlere Strich mit der Vergleichsfarbe 
übereinstimmt. Der Apparat ist mit normalem menschlichen Blut so geaicht, 
daß eine 5 mm dicke Schicht 100fach verdünnten Blutes der normalen 
Blutfarbstoffmenge entspricht. Man beobachtet unter Abblendung von Neben- 
licht durch einen Pappschirm oder ähnliches und verschiebt den Schieber 
am besten mit dem Daumen der linken Hand, während die linke Hand 
selbst den Apparat hält und die Rechte den Abblendungsschirm. Dem 
Apparat sind Tabellen beigegeben, welche den Prozentgehalt an Blutfarb- 
stoff (Normalgehalt = 100) abzulesen gestatten. Die Reinigung des Apparates 
ist außerordentlich einfach, ebenso die Handhabung. Die Genauigkeit in den 
tieferen Abschnitten des Keils beträgt 2—4°/, Hämoglobin. Eine Hebung 
des Schiebers um 1 mm bedeutet unten 5—6°/,, oben aber nur 2°/,. Man 
wird sich daher bemühen, im oberen Teil einzustellen, 
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4. Keilhämometer nach Plesch. (Schmidt & Hänsch, Berlin.) 
(Fig. 250, 251.) | 

Das eine zweier genau gleichweiter Röhren (R) enthält die Testlösung, 
eine 200fach verdünnte Lösung eines Blutes, das 20 Vol.-°/, Kohlenoxyd 
bindet. Das Rohr wurde mit reinem Kohlenoxyd gefüllt und zugeschmolzen. 
In ihm steht weiter ein 10cm langer, massiver, schräg abgeschliffener 
Glaskeil, der Kolbenkeil K (Fig. 251 im vertikalen Durchschnitt). Das Rohr 
trägt eine Teilung von 0—100 mm, jeder Millimeter bedeutet 1°/, Schicht- 

dickenzunahme der Testlösung. In einem zweiten, gleichweiten Rohr R, 
befindet sich die zu untersuchende 200fach verdünnte Blutlösung. Beide 
Röhren stecken bei der Farbenvergleichung vertikal in einem horizontal 

stehenden schmalen Kasten, der an der 
einen Schmalseite den Okularspalt O, an 
der anderen eine Milchglasscheibe trägt. 
Die Beobachtung kann auch bei künst- 
lichem Licht erfolgen. 

Man saugt das Blut vom ÖOhr- 
läppchen bis zur unteren Marke in einer 
beigegebenen Pipette auf und verdünnt 
es durch mit Leuchtgas gesättigtes 
Wasser 200fach (obere Marke). Die 
Lösung kommt in Rohr R, neben Rohr R 
in den Kasten. Rohr R kann in einer 
Führung verschoben werden. Das von 
der Milchglasplatte durchgelassene Licht 
wird durch zwei 1mm breite Spalten 
abgehlendet, bevor es die Röhren 
passiert. 

Man verschiebt die Röhre R bis 
zur Farbengleichheit mit Rohr A, und 
findet durch Multiplikation der Milli- 

meterzahl mit 0'2 (20 Vol.-°/, CO) die CO-Kapazität des Blutes. 

5. Der @Gowerssche Hämoglobinometer, modifiziertvon 
Haldane'). 

Das Instrument besteht aus 2 Glasröhren von beliebiger Weite (meist 
etwa 6 mm), bei denen es nur Erfordernis ist, daß sie beide genau gleich- 
weit sind. Sie sind unten zugeschmolzen. Die eine zur Aufnahme der zu 
untersuchenden Blutlösung bestimmte ist bei dem älteren Instrument mit 
einer Skala versehen. Als Vergleichslösung gebrauchte Gowers eine Pikro- 
karmingelatinelösung. Es hat sich aber gezeigt, daß diese nicht haltbar 
ist. Sie wird beim Stehen im zugeschmolzenen Rohr meist gelber und 
tiefer im Ton, so daß die damit erhaltenen Resultate viel zu niedrig sind. 


Fig. 250. 


!) J. Haldane, Determination of Haemoglobin. Journ. of Physiol. Vol. 26. p. 497 
(1901). 
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So fand Haldane Abweichungen von 30—40°/, nach unten und bei einem 
anderen älteren Instrument 42°%/, nach oben. Frisch bezogene Röhrchen 
hatten nur 3°/, Abweichung. 


Fig. 251. 


Es empfiehlt sich daher, an Stelle der künstlichen Lösung nach dem 
Haldaneschen Vorschlag eine Kohlenoxydhämoglobinlösung zu benutzen, 
die folgendermaßen hergestellt wird: Das zur Aufbewahrung dienende 


GAS SUPPLY 


Fig. 252. 


tohr wird in der beistehend skizzierten Weise (Fig. 252) 

an einer Stelle verengt und eine genau 1°/,ige Lösung 
von frischem Ochsenblut eingefüllt. Man leitet durch 
die Lösung einige Minuten Leuchtgas und schmilzt 
das Rohr, das mit Leuchtgas erfüllt ist, an der 
engen Stelle 4 über einer Stichflamme ab. Diese ver- 
dünnte Kohlenoxydhämoglobinlösung hält sich unbe- 
grenzt lange unverändert. Von dem benutzten Ochsen- 
blut wird mit Hilfe der Ferrieyankaliummethode oder 
der Blutgaspumpe das Sauerstoffbindungsvermögen 
nach Schüttlung mit Luft (= CO-Kapazität) bestimmt 
und danach die Testlösung auf Sauerstoffprozente 
geaicht. 

Von dem zu untersuchenden Blut wird eine be- 
stimmte Menge (0'05 cm?) aus einer genau ausge- 
wogenen Kapillarpipette in das zweite Gläschen des 
Apparates getan, in dem sich eine kleine abgemessene 
Menge destillierten Wassers schon befindet. Es wird 
darauf die Lösung mit Leuchtgas gesättigt und so 
lange aus einer genauen Bürette Wasser unter mehr- 
facher Wiederholung der Gassättigung tropfenweise 
hinzugegeben, bis die Färbung in beiden Röhrchen 
gleich ist. Man beobachtet bei durchfallendem Licht 
(helles Fenster oder hellbeleuchtete Milchglasscheibe), 
und zwar indem man die Stellung der Gläser gegen- 


einander mehrfach wechselt. Nach den Angaben von Haldane ist es 
gleichgültig, ob man bei Tages- oder Gaslicht untersucht. Haldanes Be- 
Stimmungen waren auf 0'8°%/, genau bei 2-6 Ablesungen. Leider kann 
nicht jeder Beobachter die feinen Farbennuancen, die das Endresultat 
sehr erheblich beeinflussen, erkennen. Es gehört ein besonders gutes 
Farbenunterscheidungsvermögen dazu. 


726 Franz Müller. 


Aus der Verdünnung berechnet man das Verhältnis zu der 1°/,igen, 
als Standard dienenden Blutlösung. Da man von dieser das Sauerstoff- 
bindungsvermögen kennt und außerdem nach Haldanes zahlreichen Er- 
fahrungen die Gesamtfärbekraft der Gasbindung proportional verläuft, so 
hat man direkt die Sauerstoffkapazität des Blutes auf diese Weise sehr 
einfach und mit großer Genauigkeit ermittelt. 

Die Modifikation des Gowersschen Apparates von Sahli!): 
Hämatinometer (Fig. 253). 

Durch Zusatz von Salzsäure zur Blutlösung wird Hämatin gebildet 
und als Vergleichslösung eine Hämatinlösung benutzt. Man bestimmt in 
diesem Falle also nur den Hämatinteil, d. h. den eisenhaltigen Komplex 
im Biutfarbstoff. Da aber 
nicht sicher feststeht, daß der 
Blutfarbstoff immer die glei- 
chen Mengen von Eisen ent- 
hält, so kann man die so ge- 
wonnenen Werte nicht ohne 
weiteres auf den Gehalt an 
frischem Blutfarbstoff, Hämo- 
chrom, übertragen. Die Be- 
stimmung ist recht genau und 
die Hämatinlösung gut halt- 
bar. Besitzt man einen Hal- 
daneschen Hämometer außer- 
dem, so kann man interessante 
und oft wichtige Beziehungen 
SR zwischen Gesamtfärbekraft 
en i und Hämatin-, d.h. Fe-Ge- 

halt aufdecken. 
b) Die komplizierten Blutfarbstoffbestimmungsmethoden. 


1. Der Mieschersche Hämometer.?) 

Der Apparat (siehe Fig. 254) ist aus dem Fleischlschen durch mehr- 
fache recht erhebliche Verbesserungen entstanden. Er beruht darauf, daß 
man die verdünnte Blutlösung in einem Kästchen Ma vergleicht mit Wasser, 
das sich in einem gleichgroßen Kästchen Ma‘ befindet, unter dem ein 
Keil 2 aus Goldpurpurglas vorbei geführt wird. Miescher hat einen 
sehr fein konstruierten Melangeur (Mel) angegeben, ein etwas größeres 
Modell seiner Mischpipette zur Blutkörperchenzählung. An der Meßkapil- 
lare sind drei Teilstriche in Form von Ringmarken angebracht, die Ver- 


!) E. Sahli, Lehrbuch der klinischen Untersuchungsmethoden. S. 658 (1905). 

*”) F. Miescher, Über die Beziehungen zwischen Meereshöhe und Blutbeschaffenheit. 
Gesamm. Abhandl. S. 334 und 356 (1897). — E. Veillon, Ebenda. S. 423 und Arch. 
f. experim. Pathol. S. 39 (1897). — Franz Müller, Zur Kritik des Miescherschen Hämo- 
meters. Arch. f. Anat. u. Physiol. Suppl.-Bd. 130 (1901); Bd. 443 (1906). 
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dünnungen von 200, 300, 400 entsprechen. Neben den Teilstrichen befinden 
sich noch Hilfsteilstriche, die die Sicherheit der Verdünnung außerordent- 
lich erhöhen. 

Die Kammer besteht aus einem massiven Messingzylinder M, in 
dessen Mitte parallel zu seiner Achse ein Lumen von 7 mm Breite und 
18 mm Länge ausgehöhlt ist. Eine schmale Zwischenwand D‘ teilt das 
Lumen in zwei gleiche Hälften. Die Zwischenwand ragt über der oberen 
ebenen Fläche des Messingzylinders um etwa 1 mm heraus und reicht 
beiderseits bis an die Peripherie. Man schraubt den Zylinder auf eine 
planparallele Glasplatte in dem Messingring fest und verschließt ihn nach 
Füllung durch ein planparalleles dickes Deckglas D mit einer den über- 
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Fig. 254. 


ragenden Teil der Zwischenwand einnehmenden Rinne. Über das Deckglas 
setzt man eine Blende mit rechteckiger Öffnung Bl. Der Messingzylinder 
wird in einen Ausschnitt eines Rahmens gesetzt, in dem sich der Glas- 
keil mit Hilfe einer leicht bewegbaren Schraube 7’ in horizontaler Richtung 
bewegen läßt. Der Rahmen steht auf einem festen Gestell. Man untersucht 
bei Lampen- oder Kohlenfadenglühlicht (nicht Auer- oder Metallfadenlicht) 
am besten im Dunkelzimmer oder unter vollkommener Abblendung von 
Seitenlicht. Das Licht fällt auf einen Gipsschirm P $, der sich unterhalb 
des Rahmens und des Keiles befindet und das Licht von dort nach oben 
reflektiert. 

Einige Vorsichtsmaßregeln bei der Gewinnung und Verdünnung des 
Blutes (es wird mit 0'1°/,iger Sodalösung verdünnt) sind bei Besprechung 
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der Blutkörperchenzählung (S. 707 ff.) erwähnt worden. Bei Beschickung der 
Kammer muß dafür gesorgt werden, daß die untere abschließende Glasplatte 
faserfrei gesäubert ist, und daß nach Einfüllung von Wasser in die eine Hälfte 
der Kammer (Ma) kein Übertritt in die andere (Ma‘) stattfindet. Man füllt 
nun so viel Wasser resp. verdünntes Blut ein, daß ein schwacher Meniskus 
überragt und schiebt das obere Deckglas von der Seite her horizontal auf, 
ohne daß sich die beiden Flüssigkeiten vermischen dürfen. Nach einiger 
Übung bekommt man das Gefühl fest genug aufzudrücken und so zu 
verschieben, daß keine Luftblasen in die Kammer eintreten. Die Ablesungen 
haben nach Aufsetzen der Blende möglichst schnell zu erfolgen, und zwar 
mindestens 10 hintereinander, aus denen das Mittel genommen wird. 

Für vergleichende, relative Hämoglobinbestimmungen kann der Hämo- 
meter von Miescher mit als das beste Instrument bezeichnet werden. Die 
Fehler sind außerordentlich gering. Ich fand bei Vergleichsbestimmungen 
bei 25-52 Ablesungsreihen von je 10° Ablesungen 035 —0'48°/, mittleren 
Fehler. 

Der ursprünglich nach Angaben von Miescher verfertigte Gold- 
purpurglaskeil war geaicht worden durch Trockensubstanzbestimmungen 
einer Lösung von kristallisiertem Hämoglobin. Es wurde bis zur Gewichts- 
konstanz getrocknet (ungefähr 5 Tage). Es ist aber zweifelhaft, ob nicht 
bei Temperaturen von 105—120°, bei denen man allein Gewichtskon- 
stanz erzielen kann, flüchtige Stoffe verloren gehen.!) Eine Bestimmung 
durch Eisenanalyse ist nicht angängig, da zurzeit zum mindesten un- 
sicher ist, ob die Beziehungen zwischen Eisen und Farbintensität im 
genuinen Blutfarbstoff konstant sind. So gibt es also keine sichere Aichungs- 
möglichkeit dieses oder eines anderen Instruments, wenn man nicht die 
vorhin erwähnten Beziehungen zwischen Färbekraft und Sauerstoffbindungs- 
vermögen mit Haldane als Grundlage annimmt. 

Tatsächlich stellte sich auch heraus, daß die jedem Apparat bei- 
gegebenen Tabellen durchaus nicht immer mit direkten Trockensubstanz- 
bestimmungen von Lösungen kristallisierten Hämoglobins oder Eisenanalysen 
übereinstimmende Zahlen liefern. So fand ich bei Pferdeblutkristallen pro 
Liter der Lösung mit einem neueren Hämometerkeil 1'477, mit einem 
anderen älteren 1'382, durch Trockensubstanzbestimmung (bei 116°) aber 
1'446g. Berechnet man nach Eisenwerten, so stimmen die Tabellen für 
0'42°/, Eisen in 100 Blutfarbstoff, während wir zurzeit, wenn wir über- 
haupt Konstanz des Eisens zugeben, 0'336°/, Eisen anzunehmen haben. 
Die Zahlen erniedrigen sich dann um 20°/,! Da wir aber zurzeit überhaupt 
nicht wissen, inwieweit der Farbstoff des frischen Blutes im Eisen- und 
Trockensubstanzgehalt dem kristallisierten Hämoglobin entspricht, ist eine 
derartige Aichung prinzipiell zu verwerfen. Will man überhaupt aichen, so 
sollte man, wie bei G@owers-Haldane, nach Blut aichen, in dem das CO- 


') Es wird dies in einer soeben erschienenen Arbeit von E. E. Butterfield (Zeitschr. 
f. physiol. Chemie. Bd. 62. S. 195 [1909]) allerdings geleugnet. 
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oder O,-Bindungsvermögen bestimmt ist, und so die Tabellen neu ent- 
werfen. Eine auf Vergleich mit Hüfners Spektrophotometer gegründete 
Aichung ist auch unmöglich, da dieses geradeso erst nach Kristallösungen 
eingestellt wird und noch dazu die Ablesungsfehler nicht geringer sind. 

Für fast alle Zwecke ist auch die absolute Hämoglobinzahl ganz 
gleichgültig und die Verwendbarkeit des Apparates für vergleichende Be- 
stimmungen zu verschiedenen Zeiten dadurch in keiner Weise beeinträchtigt. 


2. Die kolorimetrische Doppelpipette von Hoppe - Seyler 
(Fig. 255). 

Der Apparat besteht aus dem Fernrohr 7, dem Kollimatorrohr © 
und der eigentlichen Doppelpipette P; F und © sind zu einem geraden 
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Rohr verschraubt, das auf einem gußeisernen 
Dreifuß ruhend um eine horizontale und verti- 
kale Achse drehbar ist. In C befindet sich in 
geschwärzter Hülse ein auf vier Seiten geschliffe- 
ner Glaswürfel @, der so angebracht ist, daß zwei 
diagonal einander gegenüberliegende Kanten in 
der optischen Achse des Fernrohres liegen, und daf) die dem Fernrohr 
zugekehrte Kante zugleich in der Brennweite der Kollimatorlinse liegt. 
Nach vorn ist der Apparat durch eine Glasplatte abgeschlossen, an die 
sich die Mischpipette P anschließt. Diese besteht aus einer rechteckigen 
Messingplatte von O'5cm Dicke, in der zwei durch eine 3°5 mm breite 
Wand voneinander getrennte Kammern ausgeschnitten sind. Setzt man 
dies Messingstück an die vorher genannte Glasplatte vor © an und preßt 
durch eine Feder von außen eine zweite Glasplatte dagegen, so bildet man 
zwei voneinander abgeschlossene Kammern. Jede dieser hat oben und 
unten je einen Schlauchansatz, mit Schläuchen armiert, zur Füllung mit den 
Farbstofflösungen. 


f 
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Das Licht, das zum Auge des Untersuchers am Okular des Fern- 
rohres dringt, passiert beide Kammern, wird dann so gebrochen, daß die 
dem Auge zugekehrte Kante des Glaswürfels @ scheinbar allein die 
Grenzlinie zwischen den zwei durch eine zarte vertikale Linie voneinander 
getrennten Gesichtshälften bildet. Als Standardlösung benutzte Hoppe-Seyler 
eine Lösung von Kohlenoxyd-Hämoglobin (Kristalle). Das zu untersuchende 
Blut wird gleichfalls mit Kohlenoxyd gesättigt und kohlenoxydgesättigtes 
Wasser so lange hinzugefügt und immer wieder aus der Kammer ab- 
gelassen, bis die Blutlösung genau die gleiche Farbe der Normallösung 
erreicht hat. Die Menge des Wassers wird an der Bürette abgelesen. Ist p 
das Gewicht der zu untersuchenden Blutprobe, ce der Prozentgehalt der 
Standardlösung CO-Hb, v das Volumen, auf welches die abgelesene Blut- 
probe gebracht werden mußte, so ist der prozentische Farbstoffgehalt 

EHER: 
Er 

Der Apparat ist im letzten Jahrzehnte nicht mehr viel angewendet 
worden, aber die, welche mit ihm gearbeitet haben, loben die ungemeine 
Schärfe, mit der auch geringe Farbendifferenzen sichtbar werden. 

Er ließe sich leicht so vereinfachen, daß die eine Kammer dauernd 
mit einer Kohlenoxydhämoglobinlösung beschickt bleibt, deren Gasbindungs- 
vermögen bekannt ist. 


3. Das Chromophotometer von Plesch. 


Das Chromophotometer!) (siehe Fig. 256) besteht zunächst aus einer 
auf der Grundplatte 7 angeordneten Kammer 2, die an der Vorderseite 
eine Milchglasplatte 3 trägt, durch welche das Licht in den Raum 2 gelangt 
und hier zwei hintereinander liegende Spiegel (Prismen) 4, 5 beleuchtet. 
Die reflektierende Fläche dieser Spiegel liegt in einem Winkel von un- 
gefähr 45°, so daß zwei Lichtbüschel reflektiert werden, die aus der Kammer 2 
durch Öffnungen 6, 7, die durch eine gemeinsame Glasplatte 8 bedeckt 
sind, herausstrahlen. Das von dem ersten Spiegel Z erzeugte Lichtbüschel 
gelangt auf ein Prisma 9, um hier rechtwinklig reflektiert zu werden. 
Die reflektierten Lichtstrahlen gehen zunächst durch die mit der Farb- 
lösung gefüllte Teströhre 70, so daß der Lichtstrahl die Färbung der Test- 
flüssigkeit erhält. Der gefärbte Lichtstrahl fällt nun in den Lummer- 
Brodhunschen Würfel. 

Bei dem Chromophotometer besteht der Lummer-Brodhunsche Würfel 
aus zwei Prismen, deren Hypotenusenflächen aneinander gekittet sind. 
Das eine Prisma hat in der Mitte auf der Hypotenusenfläche eine kreis- 
runde, matte Fläche. Diejenigen Lichtstrahlen, die auf den mittleren 


!) Der Apparat (D. G. M. 301.324) wird hergestellt von der Firma Franz Schmidt 
& Haensch, Optische Werkstatt, Berlin, Prinzessinnenstraße 16. — J. Plesch, Chromo- 
photometer, ein neuer Apparat zur Bestimmung der Konzentration von Farblösungen: 
Zeitschr. d. klin. Med. Bd. 63. Heft 5/6 (1907). 
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Teil 12 fallen, werden senkrecht nach oben reflektiert, dagegen gehen 
diejenigen Lichtstrahlen, die seitlich von der matten Fläche auffallen, frei 
durch den Würfel und werden über die Linsen 74, 15 dem Augendeckel 16 
zugeführt, so daß das Auge des Beschauers eine beleuchtete gefärbte Fläche 
in Form eines Kreises erblickt, dessen Mitte freibleibt. 
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Fig. 256. 


Das zweite von dem Spiegel 5 der Kammer 2 reflektierte Lichtbüschel 
gelangt, nachdem es die Öffnung 7 der Kammer 2 verlassen hat, in die 
zu untersuchende Flüssigkeit, die sich in einem Glasrohre 17 befindet, 
durchläuft dieselbe und gelangt ebenfalls in den Lummer-Brodhunschen 
Würfel 17. Von diesem Lichtbüschel werden diejenigen Strahlen , welche 
auf den Teil des Würfels seitlich zur matten Fläche 12 auftreffen, durch 
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den Würfel hindurchgehen, also im Gesichtsfeld nicht sichtbar sein, während 
diejenigen Lichtstrahlen, die auf die matte Fläche 72 fallen, rechtwinklig 
reflektiert werden und ebenfalls in den Augendeckel 76 gelangen. Sie be- 
leuchten die oben erwähnte, von den anderen Strahlen freigelassene Mitte 
des Kreises. Diese beleuchtete ebenfalls kreisförmige Fläche liegt kon- 
zentrisch innerhalb des erstgeschilderten Kreises. Das rohrförmige Glas 17, 
das die zu untersuchende Flüssigkeit enthält, ist mit einem Bügel 78 an 
dem Ständer 79 starr befestigt, der seinerseits an der Hinterseite der 
Kammer 2 angeordnet ist und am oberen Ende eine Platte 20 trägt, die 
in der aus der Figur ersichtlichen Weise das Prisma 9, die Teströhre 10, 
den ZLummer-Brodhunschen Würfel 77, den Tubus 76 und die optische 
Korrektion 73 aufnimmt. 

Innerhalb des rohrförmigen Glases 77 ist ein zweites Rohr 27 
angeordnet, welches in einem Bügel 22 sitzt, der auf dem Ständer 79 
mittelst eines Zahnstangengetriebes 23 nach Maßgabe einer Skala 24 in 
der Höhe verstellt werden kann. Je mehr dieses Rohr 27 in die in dem 
Rohr 77 befindliche zu untersuchende Flüssigkeit eintaucht, wird die Schicht- 
höhe dieser Flüssigkeit, die von dem von Spiegel 5 reflektierten Licht- 
büschel zu durchlaufen ist, verringert, so daß man durch Verstellung 
dieses Rohres 27 mittelst des Getriebes 23 die Schichthöhe so lange 
ändern kann, bis die beiden dem Auge sichtbaren Kreise die gleiche 
Färbung besitzen. Die jeweilige Verstellung wird an der Skala 24 ab- 
gelesen, so daß hieraus ohne weiteres der Färbungsunterschied der zu 
untersuchenden Flüssigkeit, gegenüber der in der Teströhre 70, festgestellt 
werden kann. 

Um den Apparat für jegliche Farbkonzentrationsbestimmung brauchbar 
zu machen, ist dem Chromophotometer ein Glastrog von derselben Breite 
wie die Länge der Röhre beigegeben. Um die Gleichheit der Lichtintensität 
nicht zu stören, mußten sämtliche Glasplatten aus demselben Glas ge- 
schnitten werden. 

Das Prinzip des Apparates. Gießen wir in den Zylinder 17 dieselbe 
Flüssigkeit, mit welcher die Röhre 70 gefüllt ist, so wird bei der bestehenden 
gleichen Belichtung Farbengleichheit des Gesichtsfeldes dann eintreten, wenn 
die Verschlußplatte des Tauchzylinders von dem Boden des Tauchtroges genau 
so weit entfernt ist, als die Röhre 70 lang ist, d.h. die Schichtdicken gleich 
sind. Die dem Apparat beigegebene Röhre 70 ist 20 mm lang, somit wird bei 
gleich konzentrierten Farblösungen der Nonius 20 mm Schichtdicke zeigen 
müssen. Ist die untere Schichtdicke größer als 20 mm, so wird auf diesem Wege 
weniger Licht durchdringen können als auf dem Wege durch die Teströhre, 
der innere Ring wird dunkler sein. Ist hingegen die Schichtdicke unten 
kleiner als 20 mm, so wird der innere Ring heller als der äußere erscheinen. 
Ebenso verhält es sich bei derselben Schichtdicke, aber verschiedener Kon- 
zentration der Flüssigkeiten. Ist die Flüssigkeit im Tauchtrog 77 weniger 
konzentriert als die in der Röhre 10 befindliche, so wird die Schichtdicke 
im Tauchtrog größer als 20 mm sein müssen, um Gleichheit im Gesichts- 
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felde hervorzurufen; ist sie konzentrierter, so wird die Schichtdicke geringer 
als 20 mm sein. 
Es besteht also ein ungekehrtes Verhältnis zwischen Konzentration 
and Schichtdicke: 
GUGH=N:, 
wobei c, die bekannte Konzentration der Testlösung, 
c, die gesuchte Konzentration der zu untersuchenden Lösung, 
s, die bekannte Schichtdicke der Teströhre, 
s, die gefundene Schichtdicke im Tauchtrog bedeutet. 
Die gesuchte Konzentration ist somit aus der Formel 


Ei, 


G= 

2 5 
leicht zu berechnen. Zur Hämoglobinbestimmung brauchen wir eine 
Testlösung von bekannter Hämoglobinkonzentration oder ein anderes Ver- 
gleichsobjekt, welches der Farbe des Blutes in bestimmter Konzentration 
entspricht. 

Die Vorteile des Kohlenoxydhämoglobins als Vergleichsflüssigkeit liegen 
darin, daß erstens die Farbengleichheit mit dem zu untersuchenden Blute, 
dessen Farbstoff durch Durchleiten von Leuchtgas ebenfalls in Kohlenoxyd- 
hämoglobin umgewandelt wurde, die größte ist, zweitens wird bei bekannter 
Konzentration der Testlösung mit Hilfe der angegebenen Formel der richtige 
Hämoglobinwert der zu bestimmenden Lösung direkt zu berechnen sein und 
drittens ändert die Lösung ihre Farbe nicht. 

Die Testlösung wurde durch Eisenanalyse kalibriert: 

Das Blut wurde einem Kalbe entnommen und durch kräftiges Schütteln 
mit Quecksilber defipriniert. Nach mehreren gut übereinstimmenden Be- 
stimmungen des Eisens nach Neumann war im Mittel in 10cm des unter- 
suchten Blutes 26°17 mg Eisen enthalten. Zur Berechnung des Hämoglobins 
nahm Plesch die Jaquet-Hüfnersche Zahl von 0'336°/, Fe an. Somit ent- 
hielt das Blut 7:78°/, Hämoglobin. Eine größere Menge dieses Blutes wurde 
in besonderen Gefäßen aufbewahrt. Die Glaskolben waren oben und unten 
mit eingeschliffenen, einfach durehbohrten Hähnen, die mit einem kapillaren 
Schlauchansatz versehen sind, verschlossen. Das evakuierte Glasgefäß wurde 
mit dem Blute halb gefüllt und dann reines Kohlenoxyd mehrmals einge- 
saugt und kräftig geschüttelt. Die Verwendung von Leuchtgas als Kohlen- 
oxydquelle ist bei der Testlösung nicht ohne weiteres zulässig, da wenigstens 
das Berliner Leuchtgas zu allmählich eintretenden Farbänderungen Anlal) 
gibt. Will man sich jetzt aus diesem Blut eine Lösung machen, so verbindet 
man die obere Kapillarröhre mit einem Kohlenoxydgasometer, öffnet den 
Hahn und läßt unten beliebige Mengen des Blutes ausfließen. Soll dieses 
Blut einer 250fach verdünnten 14°/,sigen Hämoglobinlösung entsprechen, 
muß es nach Pleschs Berechnung 150'38mal verdünnt werden. Diese Lösung 
ist bei dem Fabrikanten stets vorrätig, doch kann sie auch von jedermann 
auf dem beschriebenen Wege verfertigt werden. Noch richtiger ist, eine 
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Lösung von etwa 20 Volumprozent CO-Maximalbindung zugrunde zu legen, 
wie es Haldane und Plesch auch tun. 

Die Empfindlichkeit des menschlichen Auges ist viel größer für helle 
als für dunkle Farbentöne. Es wurde darum die Verdünnung von 1:250: 
gewählt, weil bei 2 cm Schicht der Farbenton einer 14°/,igen Hämoglobin- 
lösung am feinsten bestimmbar ist. 

Die Füllung der Teströhre geschieht in der Weise, daß man die 
Röhre mit der kohlenoxydgesättigten Blutlösung bis zirka 2 mm vom Rande 
füllt und. indem man einen CO-Strom über die Röhre strömen läßt, schnell 
mit dem Deckgläschen schließt. Um einen luftdichten Abschluß zu sichern, 
ist es gut, die Ränder der Röhre mit einer dünnen Schicht Fett zu be- 
schmieren. Sobald wir die Röhre in horizontale Lage bringen, sammelt sich 
das Kohlenoxydgas in der oberen kuppelartigen Ausbuchtung und die Flüssig- 
keit füllt das Lumen aus; so ist die Blutlösung auf zweckentsprechende 
Weise unter Kohlenoxydatmosphäre dicht abgeschlossen, ohne das Gesichts- 
feld zu beeinträchtigen. Die Verschlußplatten der Röhre sind durch zwei 
mit Klammern befestigte Metallrahmen gegen Verschiebung gesichert. 

Als Lichtquelle kann natürliches und künstliches Licht verwendet 
werden, dabei ist nur zu beachten, daß nicht das total reflektierende Prisma 
und der Würfel durch direkte Bestrahlung viel Nebenlicht erhält. Zum 
Abblenden von Nebenlicht ist am Apparat ein Augenschirm angebracht. 

Die Ausführung einer Hämoglobinbestimmung. Durch das 
Anbringen der Prismen 4 und 5 ist eine gleichmäßige Belichtung ge- 
sichert. Treten somit Verschiedenheiten im Gesichtsfelde auf, so kann die 
Ursache nur im Wege der Lichtstrahlen Hegen, das heißt in den Scheiben, 
Prismen oder in der Flüssigkeit. Einerseits um den Apparat ohne Farb- 
flüssigkeit und mit Farbflüssigkeit prüfen zu können, andrerseits um 
den Apparat für jede kolorimetrische Bestimmung brauchbar zu machen, 
ist dem Chromophotometer ein offener planparalleler Trog beigegeben, 
dessen planparallele Platten von derselben Scheibe geschnitten sind wie 
die Platten am Tauchtrog und am Tauchzylinder, sowie die Scheiben der 
Teströhre. Dadurch sind die Lichtabsorptionsverhältnisse auf beiden Wegen 
des Strahlenganges dieselben. Ist der planparallele Trog und der Tauchtrog 
leer, so muß das Gesichtsfeld gleichmäßig sein. Sind die Scheiben ver- 
unreinigt, so ist natürlich die Lichtabsorption verändert. Ebenso treten 
Fehler auf, wenn die zu untersuchende Flüssigkeit trübe ist und herum- 
schwimmende Staubteilchen enthält. Es ist deshalb saubere Arbeit Be- 
dingung, um genaue Resultate zu erhalten. Die Scheiben sind stets zu 
reinigen und die Flüssigkeit ist zu filtrieren. Die Prismen und der Würfel 
sind durch Metallgehäuse gut geschützt und wenn der Apparat zugedeckt 
aufbewahrt wird, ist eine Reinigung dieser Teile kaum nötig. Die licht- 
brechenden Medien sollen nie mit ungeschützten Fingern angefaßt werden, 
sondern stets mit einem nicht staubenden Seiden-, Leinen- oder Leder- 
lappen gereinigt werden. Es sind dies Vorsichtsmaßregeln und Weisungen, 
die bei jedem optischen Instrument zu befolgen, aber wegen der Empfind- 
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lichkeit des Chromophotometers gegen Lichtdifferenzen hier besonders zu 

betonen sind. 

Es kann vorkommen, daß Schatten im Gesichtsfelde auftreten. Diese 
rühren meist von Luftblasen her, die sich an der unteren Platte des Tauch- 
zylinders befinden. Durch Hin- und Herbewegen, Andrücken an die Platte 
des Tauchtroges oder Hinausheben aus der Flüssigkeit ist dieses Übel 
sehr rasch beseitigt. 

Zur Ausführung einer Hämoglobinbestimmung ist dem Chromophoto- 
meter noch eine Kapillarpipette und ein Meßgefäß beigegeben. Die Kapillar- 

| pipette besitzt zwei Marken, und zwar bei 0:1 und 02 cm®. 

Das Meßgefäß ist von zylindrischer Form und hat einen engen langen 
Hals. An dem Hals sind zwei Marken bei 50 und 51 cm® angebracht, um 
nicht eine neue Lösung bereiten zu müssen, im Fall nicht genau auf die 

| Marke 50 eingefüllt wurde. 

| Der Gang einer Hämoglobinbestimmung ist folgender: Zunächst müssen 
wir stets kontrollieren, ob nicht Verunreinigungen im optischen System 

| vorhanden sind und ob wir ein gleichmäßig beleuchtetes Gesichtsfeld haben. 

Das prüfen wir am besten so, daß wir alle dazwischen geschalteten Gläser 

(Tauchtröge, Teströhre) entfernen. 

Das Blut wird dann unter Anwendung der üblichen Kautelen ent- 
nommen. Der ausgetretene Blutstropfen wird mit der Kapillarpipette bis 
zur Marke aufgesaugt und in den Meßkolben gebracht. Es ist angezeigt, 
in den Meßkolben schon vorher die Sodalösung von 1°/,, zu bringen, mit 
welcher wir die Pipette ausspülen. Haben wir das Blut aus der Pipette aus- 
gewaschen, wird der Meßkolben bis zur Marke 50 oder, wenn das nicht 
gelingt, bis zur Marke 51 aufgefüllt. 

Die Lösung muß dann mit Kohlenoxyd in einem großen Kolben ge- 
sättigt werden. Oerum!) empfiehlt folgende von Dunsen herrührende Me- 
thode zur Herstellung von reinem Kohlenoxyd. 13 Gewichtsteile ameisen- 
saures Natron werden mit 10 Gewichtsteilen konzentrierter Schwefelsäure 
(132 und 98) gemischt. Diese Mischung gibt in der Kälte vollständig reines 
Kohlenoxyd. 13 y ameisensaures Natron geben 41 60. Es ist einfacher 
und hier auch erlaubt, zur Sättigung Leuchtgas zu benutzen, nur ist es 
angezeigt, das Gas zuvor durch eine Wasserflasche zu leiten, da es sonst das 
Blut eventuell verunreinigt. Bei der Größe der Verdünnung von 1:250 ist 
schon eine sehr geringe Menge CO genügend, um Sättigung herzustellen. 
Man braucht daher Leuchtgas nicht lange hindurch zu leiten. 

Bevor wir die gesättigte Lösung in den Tauchtrog bringen, ist es 
nötig, daß wir uns überzeugt haben, ob dieselbe nicht trübe ist oder 
Staubpartikel enthält. Es ist gut, die Flüssigkeit stets durch gehärtete 
Filter zu filtrieren. Jedes einzelne Staubpartikelchen wird durch darauf- 
fallendes Licht selbstleuchtend und gewinnt eine völlig unbestimmbare 


Zi 


| 
| 
1 


1) H.P. T. Oerum, Über die Methoden der Hämoglobinbestimmung. Festschrift für 
Olof Hammarsten. Upsala 1906. 


Abderhalden, Handbuch der biochemischen Arbeitsmethoden. III. 47 
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optische Wirkung, welche den Strahlengang im Chromophotometer stört. 
Die Fehler, welche so entstehen, sind verhältnismäßig groß. (Bei gleicher 
Konzentration der Lösungen bis zu ein Millimeter Differenz in der Dicke 
der Schicht.) 

Von der Kohlenoxydhämoglobinlösung werden 20—25 cm® in den 
Tauchtrog gefüllt. Ist er zu voll, so besteht die Gefahr, daß beim Senken 
des Tauchzylinders die Flüssigkeit überläuft. 

Die Teströhre wird zwischen Prisma 5 und Würfel 77 gesetzt und 
nun muß durch Drehen der Zahnradschraube der Tauchzylinder solange 
gesenkt werden, bis Farbengleichheit des inneren Kreises mit dem um- 
gebenden Ring eintritt. Haben wir vor dem Versuch oder im Laufe des- 
selben den Tauchzylinder soweit gesenkt, bis sich der Tauchtrog und Tauch- 
zylinder berühren und den Stand des Nonius als Nullpunkt für den je- 
weiligen Versuch notiert, so ist diese Zahl von der abgelesenen Höhe bei 
Farbengleichheit zu subtrahieren, um die wahre Schichtdicke zu bekommen. 
Lesen wir z. B. 32:6 mm bei Farbengleichheit ab, und der Nonius zeigte 
bei völliger Berührung der Platten’ des Tauchtroges und Tauchzylinders 
03 mm, so ist die Schichtdicke, bei welcher wir Farbengleichheit mit 
der Farbe der Teströhre erzielen, 32:6 — 0'3 = 32°3 mm. 

Der Chromophotometer ist so empfindlich, daß zwischen verschie- 
denen Ablesungen kaum mehr als 0'2 mm Abweichungen vorkommen. Das 
durch Mikroskop, Polarisationsapparate ete. optisch geschulte Auge braucht 
keine besondere Übung, um ganz genau auf Farbengleichheit einstellen 
zu können. 

Genauigkeit des Apparates. Wie ich mich selbst überzeugt habe, 
ist der Apparat außerordentlich angenehm in der Handhabung und ermüdet 
das Auge nicht stark. Es empfiehlt sich, wie erwähnt, die Lichtquelle gut zu 
verdecken und seitlich einfallende Strahlen vollkommen abzublenden. Die 
Einstellung ist auf O°1 mm genau, wenn auch bisweilen Abweichungen bis zu 
0°3 mm nicht zu vermeiden sind. Diese Abweichungen bedeuten naturgemäb 
für verdünnte Lösungen einen geringeren Fehler als für konzentriertere. 


4. Das Spektrophotometer von Hüfner. 


Die Spektrophotometrie gibt, wie bekannt, ein physikalisch richtiges 
Maß der Absorptionsverteilung. Sie ist von Vierordt, dann von Hüfner zum 
Zwecke der Blutfarbstoffbestimmung ausgebildet worden. | 

Vierordts Methode besteht darin, die Helliekeit einer beliebigen 
Spektralregion durch Spaltverengerung so weit abzuschwächen, bis sie genau 
gleich der Helligkeit derselben Region eines durch die nämliche Lichtquelle 
erzeugten Absorptionsspektrums ist. 

Die durch Absorption bewirkte Schwächung der Intensität des durch- 
gelassenen Lichtes, in Bruchteilen der Intensität des auffallenden Lichtes aus- 
gedrückt, ist bei gleicher Dicke und Konzentration der absorbierenden Schicht 
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immer dieselbe, gleichviel ob das auffallende Licht stark oder schwach ist. Je 
dieker die durchstrahlte Schicht oder je konzentrierter die Lösung, desto 
stärker wird die Absorption des durchgehenden Lichtes. Der reziproke Wert 
der Schichtdicke ist demnach ein Maß für die lichtschwächende Kraft der 
Substanz. Man nennt nach Bunsen den reziproken Wert jener Schichtdicke, 
welche das Licht durchstrahlen muß, um auf ein Zehntel seiner ursprüng- 
lichen Intensität abgeschwächt zu werden, den Extinktions- oder Ab- 
sorptionskoeffizienten. Ist J die Intensität des auffallenden Lichtes, 
J‘ die Intensität des durchgelassenen Lichtes und e die Dicke der Schicht. 
dann ist 


er) 10 Terre. - (108 n 


Ist e=1cm und J = 1 angenommen, wie im vorliegenden Fall, so wird 
e = — log J‘. Somit liefert die Messung der Intensität des nach der Durch- 
strahlung einer lem dicken Schicht übrig bleibenden Lichtes einer be- 
stimmten Spektralregion den Extinktionskoeffizienten für diese Region. 

Da die Schwächung, welche das Licht bei Durchstrahlung einer Schicht 
von bestimmter Dicke erleidet, in demselben Verhältnis auch bei Durchgang 
durch eine zweite und dritte Schicht von gleicher Dicke stattfindet, und der 
Koeffizient der Lichtschwächung denselben Wert zeigen muß bei doppelter 
Dicke der Schicht und einfacher Konzentration wie bei einfacher Dieke und 
doppelter Konzentration, so ist das Absorptionsvermögen, oder mit anderen 
Worten der Extinktionskoeffizient der Konzentration der Lösung direkt 
proportional. Dabei ist allerdings die Voraussetzung gemacht, daß der 
Farbstoff sich bei Änderung der Konzentration nicht verändert. Ist ce die 
in einem gegebenen Volumen vorhandene Gewichtsmenge des Farbstoffs, 
e der Extinktionskoeffizient, e' eine andere Gewichtsmenge desselben Farb- 
stoffs in demselben Volumen und e‘ der entsprechende Extinktions- 
koeffizient, so ist 

el e? 63 


san ann konst. 


Nach Vierordt heißt die Konstante 


C C 
A =— oder A'= — 
E E 


das Absorptionsverhältnis. Kennt man sie, so kann man durch 
die Bestimmung von = oder s‘ die Konzentration der Farbstofflösung 
ermitteln. 

Hiüfner hat manche Unbequemlichkeiten und die Fehler des Vierordt- 
schen Spektrophotometers vermieden. Anstatt die Spaltbreite zu verändern, 
läßt er auf die eine Hälfte des Kollimatorspaltes eines Spektroskops, hinter 
dem ein Prisma (,„4Albrechtscher Körper“) mit seiner horizontalen Kante 
senkrecht zum Spalt steht, durch ein Nicol linear polarisiertes, auf die 
andere Hälfte nichtpolarisiertes Licht fallen. Das polarisierte Licht passiert 

47% 
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eine 1mm dicke, das nicht polarisierte eine 11 mm dicke Schicht der Blut- 
lösung. Beide Strahlenbündel fallen auf das zweite, das analysierende Nikol. 

Stehen die Hauptschnitte beider Nikols parallel zueinander, so geht 
das linear polarisierte Licht ungeschwächt hindurch. Es sollen in dieser 
Stellung ohne absorbierende Lösung beide Gesichtshäliten genau gleich 
hell sein. Da von den zwei Strahlenbündeln das eine zwei, das andere nur 
ein Nikol passiert, nahm Hüfner an, er müsse den geringen Lichtverlust 
durch Einschaltung eines Rauchquarzkeiles in den zuletzt genannten Strah- 
lengang ausgleichen. Butterfield‘) glaubt neuerdings, diese Kompensation 
einer etwaigen Ungleichheit, die bei Parallelstellung der Nikols gemacht wird, 
gelte nicht bei der zurMessung der Absorption gebrauchten Stellung, wenn die 
Nikols gedreht sind. Dagegen sei das Lichtextinktionsvermögen des Rauch- 
quarzes bei verschiedenen Wellenlängen verschieden und verändere so den 
Wert des Extinktionskoeffizienten. Man solle den Rauchquarzkeil fortlassen. 

Dreht man das analysierende Nikol, so kann man die Intensität des 
polarisierenden Lichtbündels so weit abschwächen, daß sie gleich der des 
durch die absorbierende 11s»nm-Schicht gegangenen Lichtes wird. 

Die Farbstofflösung befindet sich in einerGlaskammer, deren planparallele 
Wände genau 11 mm voneinander entfernt sind und deren untere Hälfte 
von einem Glasklotz, dem Schultzschen Körper, ausgefüllt ist, dessen Dicke 
genau 1IOmm beträgt. Die Flüssigkeit bildet also in der oberen Hälfte eine 
11mm, in der unteren eine 1mm dicke Schicht und die Absorptionskraft der 
oberen im Vergleich zur unteren entspricht der einer 10:»m dicken Schicht. 


Berechnung des Extinktionsk effizienten. 


Es falle bei gleicher mittlerer Verdunkelung beider Gesichtshölften 
das einfallende polarisierende Licht MA im Winkel o auf den Hauptschnitt MB 
des analysierenden Nikols. Es wird in 2 Teile zerleet, von denen nur das 
im Hauptscehnitt des Analysators schwingende hindurchgelassen wird. Die 
Intensität dieses Teiles (J‘) ist gleich cos?o. 

Da nach obiger Gleichung e = —log J', 

wird e = —-log cos? 0. 

Beispiel: Ablesungen. Die Zahlen bedeuten Drehungswinkel des 

analysierenden Nikols bis zur Helligkeitsgleichheit. 


s — 16'6 | Kaninchenblut aus Carotis s,— 189 
k= 13 | K= A 
o2- _a0ch 1:100 Sodalösung 22. VI. 04 0:10: 
662 | 66-7 750 | 75-0 
664 662 N»: | 754 
66:1 661 75'6 748 
66°3 66:1 755 747 
664 66:5 | 751 75-2 
Mittel: 66 28 | 66:32 | 75'28 | 75:02 
N mn? 


vo — 66'30 = 7515 


1) E.E. Butterfield, Über Lichtextinktion des Blutfarbstoffs. Zeitschr. f. Rn 
Chemie. Bd. 62. S. 173 (1909). 
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Es bedeutet hierbei o die Öffnung des Okularschiebers (= 11 Wellen- 
längenausschnitt aus dem Spektrum), /% den Stand des Rauchquarzkeiles, 
s den Stand der Kreissektorskala, mit dem das Fernrohr um das Dis- 
persionsprisma gedreht wird und bestimmte Teile des Spektrums ins Ge- 
sichtsfeld gerückt werden. 

Vor Aufstellung des Apparates in einem Dunkelzimmer auf einem 
Tisch, an dem man bequem mit dem Ellbogen aufgestützt in Ruhe ablesen 
kann (Skizze der Aufstellung Fig. 257), sind die den Fraunhoferschen 
Linien D, E, b, F entsprechenden Nummern dieser Skala bestimmt worden. 
Man trägt in einem Ordinatensystem als Abszissen die Sektorskalenteile, als 
Ordinaten die Wellenlängen auf, bezeichnet die den Linien entsprechenden 


Prof Dr 9, Hüfners Spectral -Pholometer. 


Fig. 257. 


Punkte und interpoliert geradlinig zwischen D und E. Dann teilt man auf 
dieser die Wellenlängen 

*=565 —554 ab als Bezirk zur Bestimmung von 2 

= 5425-5315, , 

Man zieht Ordinaten durch die obigen "Wellenlängenpunkte a findet 
so auf der Abszissenachse die Sektorskalenteile, zwischen denen nach Hüfner 
untersucht werden soll. Für unseren Apparat sind die Mitten dieser Bezirke 
gerade eingestellt, wenn die Skala auf 16°6 für 9, auf 18°9 für 9, steht 
(% = 565—554 und 5425—531'5 wu). Im Blutspektrum sind es Regionen 
in der Gegend des Absorptionsminimums zwischen den zwei sichtbaren 
Streifen und des Absorptionsmaximums im £-Streifen.; 

Neuerdings soll der Bezirk statt 11 nur noch 8°5 Wellenlängen be- 
tragen. Der Okularspalt muß dann enger sein. 
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In diesen zwei Bezirken werden je 10 Ablesungen der Drehungswinkel 
gemacht, nachdem man sicher ist, daß der Apparat genau horizontal steht 
(Wasserwage!). Es wird neuerdings empfohlen), eine Milchglasscheibe 
zwischen Lampe und Kästchen zu schälten, um sonst unvermeidbare Un- 
gleichheiten der Beleuchtung im oberen und unteren Teil des Gesichtsfeldes 
zu umgehen. Der Eintrittsspalt (nahe dem Absorptionskästchen) soll 1/,, mm 
genau betragen. Schon kleine Änderungen verändern bei weißem Licht in- 
folge größerer Unreinheit des Spektrums die Werte von 9 und o, sehr be- 
deutend. Den Rauchquarzkeil soll man, wie gesagt, ganz fortlassen. 


Berechnung: 
o— 663 | 0, — 1515 
log cos 2!) = 060417—1 | logcos 9, = 0,40873—1 
log cos? = 0'20834—1 _ log cos? 9, = 0'81746—2 
©, = — logeos? a — 079166 5 = — logcos?9, = 118254 


& _ 118254 _ .494. 
g 079166 
Die Konzentration e der Lösung = Ay, = A: 
A, und A‘ sind Konstanten, die unter Annahme (!) konstanter Trocken- 
substanz oder von 0'34°/, Fe auf 100 kristallisierten Farbstoff für genuinen 
Blutfarbstoff durch Aichung mit Hämoglobinkristallen zu ermitteln sind. 


C - 2 n : = ar 
Da A = _ unde von dem Lichtverlust im Apparat abhängt, sind die Werte 


von A für jedes Spektrophotometer etwas verschieden. 

Hüjner hatte bei Rinderhämoglobinkristallen und Trockensubstanz- 
bestimmung gefunden: A, = 0'001312 im Mittel von 8 Analysen mit 6°/, 
maximaler Differenz vom Mittelwerte. 

Die Konstanten A sind also nur unter Annahme eines konstanten 
und analogen Verhältnisses zwischen Färbekraft, Eisen und Trockensubstanz 
im Farbstoff des zirkulierenden Blutes wie der Hämoglobinkristalle zu 
benutzen. Glaubt man an diese Konstanz nicht, so ist die Aichung des 
Spektrophotometers, d. h. die Ermittlung von A und damit die Benutzung 
zur absoluten Hämoglobinbestimmung unmöglich (siehe $. 728). 

Das Blut muß zur Untersuchung im Verhältnis von etwa 1:150 mit 
0'1°/siger Sodalösung verdünnt werden. Es ist besonders darauf zu achten, 
dal sowohl die Lösung, wie die das Absorptionskästchen abschließenden 
Glasflächen tadellos staubfrei sind. Schon leichte Trübungen bedingen, ge- 
rade bei dieser Methode, sehr erhebliche Fehler. Ferner muß darauf geachtet 
werden, daß der Apparat in einem Dunkelzimmer vollkommen horizontal 
und vor Erschütterungen geschützt aufgestellt wird, daß die Auerlampe 
in genau gleicher Höhe steht wie das den Kollimatorschieber und den Albreeht- 
schen „Glaskörper“ tragende Rohr, daß das Dispersionsprisma so fest steht, daß 
es sich nie verschieben kann und endlich, daß der das Absorptionskästchen mit 


') Dr. €. Bremikers Logarithmentafeln. Weidmannsche Buchhandlung. Berlin (1899). 
Tafeln der Logarithmen der trigonometrischen Funktionen für jedes Hundertstel des 
Grades des Quadranten. 
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der Blutlösung tragende Messingrahmen scharf anschließend vor dem Ende 
des Kollimatorrohres und genau vertikal aufgestellt wird. Wenn die obere 
Grenzfläche des Schultzschen Körpers, die obere Fläche des äußeren Nikols, 
die brechende Kante des Dispersionsprismas nicht genau in der gleichen 
Ebene liegen, so sind die beiden als rötlich gefärbte vertikale Streifen 
wirkenden Hälften des Gesichtsfeldes nicht durch eine fast unsichtbare 
Trennungslinie getrennt, sondern es zeigen sich mehrere derartige Linien 
oder oberhalb oder unterhalb derselben ungleichmäßig gefärbte Stellen. In 
diesem Falle ist eine genaue Ablesung unmöglich. 

Der Spektrophotometer erfordert ein erhebliches Mal von Exaktheit 
und Vorsicht beim Arbeiten und außerdem eroße Ruhe des Beobachters. 
Es ermüdet die Augen stark. Hüfner selbst hat oft genug betont, dal) man 
nur dann, wenn man sich vollkommen ruhig und nicht nervös fühlt, richtig 
ablesen kann. Es ist also ein empfindliches Instrument. So sagt der letzte 
Autor, der damit gearbeitet hat’): „Die primitive Beleuchtungsvorrichtung, 
die unpassende Form des Absorptionsgefäßes sowie die erheblichen Schwierig- 
keiten bei der raschen und sicheren Einstellung auf gleiche Helligkeit der 
beiden Gesichtsfelder haben uns dazu geführt, Abstand von dem Gebrauch 
des Hüfnerschen Spektrophotometers zu nehmen und weitere Versuche nur 
noch mit dem Apparat von König, Martens und Grünbaum anzustellen.“ 

Danach dürfte schwerlich jemand noch den Mut haben, das Hüfner- 
sche Instrument bloß für Blutfarbstoffbestimmungen zu benutzen. 

Für relative Hämoglobinwerte ist es zweifellos recht genau. doch meines 
Erachtens nicht genauer als der Mieschersche Hämometer, das Keilhämo- 
meter u.a. Für Bestimmungen der absoluten Hämoglobinwerte gilt, wie ge- 
sagt, dasselbe, was beim Miescherschen Apparat auf S.728 gesagt worden ist. 

Die sogenannte objektive Hämoglobinometrie. 

Plesch?) hatte den ingeniösen Gedanken, die Eigenschaft des Selens, 
seine elektrische Leitfähigkeit bei verschiedener Belichtung zu ändern, für 
eine Bestimmung der Absorptionskraft von Blutfarbstofflösungen heraus- 
zuziehen. Zur Messung dient ein Spiegelgalvanometer mit Fernrohrablesung. 
Zur Untersuchung bringt man, nachdem das .Galvanometer bei voller Be- 
lichtung der Selenzelle auf den Mittelpunkt einer Skala eingestellt ist. eine 
Standardlösung (entweder Hämoglobin oder Kohlenoxyd-Hb) vor die Selen- 
zelle und liest den Ausschlag des Galvanometers ab. Darauf verfährt man 
in gleicher Weise mit der zu untersuchenden Lösung. Es verhalten sich 
dann die Ausschläge direkt proportional der Konzentration resp. der Absorp- 
tionskraft. Plesch hat bisher nur die Idee dieser Messung gegeben, sie 
aber noch nicht zu einer allgemeinen brauchbaren Methode ausgearbeitet. 
Es fragt sich daher noch, inwieweit sie praktisch verwendbar ist. 


') E. E. Butterfield, Über Lichtextinktion des Blutfarbstoffs. Zeitschr. f. physiol. 
Chemie. Bd. 62. S. 173 (1909). 
?) J. Plesch, Objektive Hämoglobinometrie. Biochem. Zeitschr. Bd. 1. S. 32 (1906). 


Die Bestimmung des spezifischen Gewichtes, der 
Trockensubstanz und der Viskosität des Blutes. 


Von Franz Müller, Berlin. 


1. Bestimmung des spezifischen Gewichtes. 


Schwankungen in der Dichte des Gesamtblutes geben einen Maßstab 
für Änderungen der Blutkörperzahl, da diese die Dichte, wenn auch nicht 
ausschließlich, so doch im wesentlichen bedingt. Die Dichte des Serums 
dagegen ist viel stabiler, sie kann aber unter gewissen Umständen, bei 
erheblichen Änderungen des Wassergehalts des Blutes von Interesse sein. 


1. Pyknometrische Methode. 


Hat man ausreichend Blut zur Verfügung und stört es nicht, das 
Blut vor der Bestimmung zu defibrinieren, so verwendet man 2—-3 cm? 
fassende Glaskölbchen. Sie werden durch ein eingeschliffenes, etwa 2 em 
langes Kapillarrohr verschlossen. Man füllt das Blut so ein, daß es den 
Kolben luftfrei erfüllt und über dem Schliff eine Kuppe bildet, dann drückt 
man das abschließende Kapillarrohr auf, so daß das Blut die Kapillare er- 
füllt und reiniet vor der Wägung das Kölbchen von außen. Für sehr genaue 
Messungen hat man Pyknometer mit Thermometern, die die Temperatur 
des Blutes anzeigen. Das Gewicht des Pyknometergefäßes ist sowohl in leerem 
trockenen Zustand wie mit destilliertem Wasser gefüllt bekannt. Die Wägung 
in blutgefülltem Zustand ergibt dann durch einfache Rechnung das spe- 
zifische Gewicht. 

Hat man nur einen Blutstropfen zur Verfügung und will das De- 
fibrinieren vermeiden, so saugt man das Blut nach dem Vorgehen von 
Schmaltz‘) in ein Kapillarpyknometer. Diese stellen etwa 10—12cm lange 
Glasröhrehen von etwa 1 mm lichter Weite dar, die an ihren beiden Enden 
zu noch engeren Kapillaren ausgezogen sind. Die reinen trockenen Röhrchen 
werden leer, dann mit destilliertem Wasser gefüllt, gewogen. Nach noch- 
maliger Trocknung füllt man sie mit Blut und wägt wieder. Die sehr ein- 


') R. Schmaltz, Die Untersuchung des spezifisecnen Gewichts des menschlichen 
Blutes. Arch. klin. Med. Bd. 47. S. 145 (1890). i 


ü 
’ 


Die Bestimmung des spezifischen Gewichtes, des Trockenrückstandes ete. 7143 


fache und sehr geringe Mengen Blut erfordernde Methode gibt, sauberes 
Arbeiten vorausgesetzt, sehr gute Resultate. 


2. Aräometrische Methode. 

Dieses indirekte Vorgehen beruht darauf, dal man kleine Blutstropfen 
in Lösungen von verschiedenem spezifischen Gewicht bringt, in denen sie 
sich nicht auflösen, sondern ihre Kugelform behalten. Man probiert durch 
Veränderung des spezifischen Gewichts, in welcher Mischung einer leichteren 
und einer schwereren Flüssigkeit der Blutstropfen gerade schwebt und bestimmt 
dann aräometrisch das spezifische Gewicht dieser Mischung. Am meisten 
gebraucht wird nach dem Vorgehen von Hammerschlag‘) die Mischung 
von Chloroform und Benzol. Bei ihr muß man nur ziemlich schnell arbeiten 
und wenn man durch Ausprobieren schließlich die richtige Mischung ge- 
funden zu haben glaubt, die Bestimmung sofort in dieser Mischung noch- 
mal wiederholen. Notwendig ist auch, daß man schon von vornherein ver- 
schiedene Mischungen von Chloroform und Benzol bereit hält. 

Im allgemeinen geben solche indirekten Bestimmungen durchschnittlich 
höhere Werte als die direkten. Die richtige Mischung ist auch nicht immer 
leicht zu erkennen, da bisweilen einige Tröpfchen aufsteigen, andere sich 
gleichzeitig senken. 


2. Bestimmung der Trockensubstanz des Blutes. 


Genauer und meist einfacher als die Bestimmung des spezifischen 
Gewichts ist die Bestimmung der Trockensubstanz des Blutes, allerdings 
nur dann, wenn man genügende Blutmengen zur Verfügung hat. 

Man läßt das Blut in mittelgroße Wägegläschen mit eingeschliffenen 
| Stopfen direkt aus dem Blutgefäß einfließen (etwa 5 cm®) und trocknet im 
| Trockenschrank bei 105°, bis Gewichtskonstanz erreicht ist, d.h. bis die 
Werte nicht mehr als höchstens 1 ng differieren. 


| 

h - ’ Ka 

j 3. Bestimmung der Viskosität des Blutes. 

1. Prinzip der Methoden. 

; Je größer die innere Reibung einer Flüssigkeit, um so schwerer ist 

sie durch eine Kapillare zu pressen. Die Menge v, die durch eine gerade 
Kapillarröhre vom Radius r, der Länge 1 in der Zeit t beim Druck p fließt, 
ist nach dem Poiseuilleschen Gesetz: 

_ #®.p.t.ri 

7.1 


» ist dabei die Viskosität der Flüssigkeit. Für eine bestimmte Flüssig- 
keit und eine bestimmte Kapillare ist daher die durchgeflossene Menge 
um so größer, je größer der Druck oder, wenn der Druck gleich bleibt, je 


') Hammerschlag, Über eine neue Methode zur Bestimmung des spezifischen Ge- 
wichts des Blutes. Wiener klin. Wochenschr. S. 1018 (1890). 
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länger die Durchflußzeit. Man kann daher. wenn man die Viskosität einer 
Flüssigkeit bestimmen will, bei gleichbleibendem Druck und bestimmter 
Kapillare entweder eine konstante Flüssigkeitsmenge durch die Ka- 
pillare hindurchpressen oder saugen und die Zeit bestimmen, oder man 
bestimmt die während einer konstanten Zeit durchgeflossenen Flüssigkeits- 
mengen. Das erste ist in dem nach Ostwaldschem Prinzip angeordneten 
Apparat von Hirsch und Beck!) so wie in dem vereinfachten von Deter- 
mann?) durchgeführt, das zweite bei den Messungen in den Apparaten 
von Heß) und dem danach modifizierten von Münzer-Bloch. *) 

Man bestimmt bekanntlich immer nur den relativen, nicht den ab- 
soluten inneren Reibungskoeffizienten, d. h. den Wert der inneren Reibung 
des Blutes, bezogen auf Wasser als Einheit. 

Es sollen im folgenden nur die leichter anwendbaren Methoden be- 
sprochen werden, während die kompliziertere ältere von Hürthle>), der das 
Blut direkt aus der Arterie des Tieres durch eine geaichte Kapillare fließen 
ließ, hier wegbleiben kann. 


2. Der Apparat von Hirsch und Beck.) 


Durch ein Doppelgebläse wird der Druck erzeugt, um das Blut durch 
die Kapillare zu pressen. Der Luftstrom aus dem Gebläse passiert ein 
Chlorcaleiumrohr, dann eine mit Filz umgebene Druckflasche von etwa 27 
Inhalt, weiter eine T-Teilung; ihr einer Schenkel führt zu einem mit Benzol 
gefüllten Manometer, ihr anderer vermittelst längeren Gummischlauches zu 
dem eigentlichen Viskosimeter. Dieses wird für die Untersuchung in einen 
Östwaldschen Wasserthermostaten von 35° versenkt. Der Viskosimeter 
ist mit besonderer Berücksichtigung der für das leicht gerinnende Blut er- 
forderlichen schnellen Füllung und Reinigung etwas anders konstruiert als 
die Ostwaldschen Viskosimeterröhren. Die Kapillare von 0'25—035 mm 
Durchmesser und etwa 10cm Länge mündet oben in eine Erweiterung, 
deren Inhalt etwa !/, cm beträgt und die sich weiter nach oben wieder 
verengt. An der oberen Mündung ist ein Ansatzstück für den von der 
Druckflasche kommenden Gummischlauch, unten geht die Kapillare über in 


1) €. Hirsch und (€. Beck, Eine Methode zur Bestimmung des inneren Reibungs- 
widerstandes des lebenden Blutes beim Menschen. Münchener med. Wochenschr. Bd. 47. 
S. 1685 (1900). 

?) Determann, Ein einfaches, stets gebrauchsfertiges Blutviskosimeter. Münchener 
med. Wochenschr. Bd. 54. S. 1130 (1907). 

®) W. Heß, Die Bestimmung der Viskosität des Blutes. Münchener med. Wochenschr. 
Bd. 54. S. 1590 u. 2225 (1907). 

*) E. Münzer und F. Bloch, Die Bestimmung der Viskosität des Blutes. Med. Klinik. 
Nr. 9—11 (1909). 

°») K. Hürthle, Über eine Methode zur Bestimmuug der Viskosität des lebenden 
Blutes. Pflügers Arch. Bd. 82. S. 415 (1900). 

°) Der Apparat wird von F. Köhler, Leipzig, Institut für angewandte Chemie, 
komplett geliefert. 
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ein U-förmiges erweitertes Rohr, das sich kugelförmig noch mehr erweitert, 
und das ein vermittelst Schliffes aufgepalites langes, etwa 3 mm weites Ver- 
schlußrohr trägt. Der ganze Viskosimeter sitzt senkrecht in einem Halter mit 
Stativ. Der Versuch wird so ausgeführt, dal) man in der Druckflasche einen 
Druck von 80 cm Wasser = 452 cm Benzol herstellt und das luftdicht 
schließende System durch einen Quetschhahn abschließt. Darauf bringt man 
einige Tropfen Blut in die kugelige Erweiterung. des Viskosimeters, saugt 
das Blut durch die Kapillare hindurch in die obere Erweiterung, setzt das 
Verschlußrohr auf, verbindet den Viskosimeter mit der Druckflasche, stellt 
das Stativ in den Thermostaten und läßt nun durch den Druck von 40 cm 
Wasser das Blut durch die Kapillare hindurchpressen. Sie besitzt oben und 
unten eine Marke; die Zeit, welche das Blut braucht, um die Marke zu 
passieren, wird mittelst Stoppuhr registriert. Diese Messung kann mehr- 
mals wiederholt werden, bis die ersten Gerinnsel Störungen verursachen. 
Hat man auf die Stelle, von der das Blut entnommen wurde, einige Körnchen 
Hirudin gebracht und so die Gerinnung verhindert, so läßt sich die Mes- 
sung mit dem Hirudinblut beliebig oft wiederholen. Die Viskosimeter werden 
am besten mit frisch destilliertem Anilin, nicht mit Wasser geaicht, da 
Anilin ein dem Blut sehr ähnliches spezifisches Gewicht besitzt. 


3. Der Apparat von Determann. 


Zweifellos sehr viel einfacher, wenn auch wohl weniger genau, ist die 
Determannsche Anordnung. In ihr ist auf die Verwendung eines Thermo- 
staten und eines bestimmten Druckes verzichtet. Das Blut fließt durch die 
eigene Schwere durch eine Kapillare, die sich in senkrechter Stellung in 
einem Wassermantel von konstanter Zimmertemperatur befindet. Dieser 
aus Glas gefertigte Mantel läßt sich in 2 Gabeln eines Gestelles um 180° 
drehen, so daß das untere Ende dann zu oberst kommt. 

Das aus dem Ohrläppchen gewonnene, mit etwas Hirudin am Ort 
der Entnahme sofort vermischte Blut wird bis zu einer Marke am Ende 
der Erweiterung über der Kapillare angesaugt und die Durchflußzeit in 
senkrechter Stellung gemessen, darauf gedreht und der Versuch von der 
anderen Seite wiederholt. Es wird nur O1 mm Blut gebraucht und die 
Kapillare soll sich auch leicht reinigen lassen.') 


4. Der Apparat von Heß.?) 


Auf einer Milchglasplatte sind zwei graduierte Glasröhrchen befestigt, 
die auf der einen Seite durch ein Verbindungsrohr mit Ansatzstutzen mit 
einem Gummiballon in Verbindung stehen, während sie auf der anderen Seite 
in 2 Kapillaren auslaufen. Diese erweitern sich am Ende zu Glasröhren vom 


!) Der Apparat von Determann bei B.B. Cassel, Frankfurt a.M., erhältlich. 
®) Der Apparat von Heß erhältlich bei J. G. Kramer, Glasbläserei, Zürich, I., 
Spiegelgasse 7. 
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Kaliber der genannten graduierten Röhren. Das eine dieser Endröhrchen sitzt 
nur locker an der Kapillare und kann durch ein anderes gleiches leicht 
ersetzt werden. Es dient zur Aufnahme des Blutes. Vor dem Gummiballon 
ist ein Glasrohr mit kleiner, seitlicher Öffnung eingeschaltet. 

In der einen der Kapillaren nebst ihren Erweiterungen befindet sich 
soviel destilliertes Wasser, daß gerade der graduierte Teil bis an die Marke 
heran gefüllt ist. Das Blutröhrchen wird durch Kapillarstück mit dem 
Blutstropfen gefüllt, mit der zweiten Kapillare in Verbindung gebracht 
und das Blut durch Ansaugen vom Ballon her durch diese Kapillare bis 
an die O-Marke der anschließenden Erweiterung angesaugt. Inzwischen ist 
die andere Kapillare durch einen zwischengeschalteten Hahn verschlossen. 
Der Hahn wird jetzt geöffnet und nunmehr durch die eine Kapillare 
Wasser, durch die andere das Blut vom Ballon her angesaugt. Sobald eine 
bestimmte Marke von dem Blut erreicht ist, wird die Seitenöffnung vor 
dem Ballon, die bisher durch einen Finger verschlossen war, freigegeben 
und der Stand des Blutes und des Wassers markiert. Darauf treibt man 
beides auf die Q-Stellung zurück und wiederholt die Messung, eventuell 
unter Ersatz des Blutröhrchens durch ein gleiches, das mit frisch ent- 
nommenem Blut wieder gefüllt war. Da Steigen der Temperatur um 1° 
den Wert nur um 0'8°/, verringert und bei der gewöhnlichen Temperatur 
vorgenommene Versuche höchstens einen Fehler von 4°/, durch Schwanken 
der Temperatur erleiden, wurde diese nur bei extremen Abweichungen 
berücksichtigt. Bei 37° waren die Blutwerte durchschnittlich 16°/, niedriger 
als bei 17°. 


5. Der Apparat von Münzer-Bloch.'!) 


Die genannten Autoren vermißten bei dem Heßschen Viskosimeter 
eine Gewähr dafür, daß die beiden Kapillaren genau die gleiche Temperatur 
besitzen. Außerdem schienen die Kapillaren noch zu weit und bei diekem Blut 
zu kurz, um genügend lange beobachten zu können. Endlich ist der Apparat 
ihrer Ansicht nach schlecht zu reinigen; sie veränderten ihn in folgender 
Weise: 

Die 2 Kapillaren sind 9cm lang und nur °/oo0 em Weit. Sie erweitern 
sich nach beiden Seiten, und zwar ist die eine Seite bei dem einen Rohr 
länger als bei dem anderen. Die andere Seite ist bei der für das Wasser 
dienenden Kapillare etwa 1mm, bei der mit Blut zu füllenden etwa !/,mm 
weit. Die beiden Ansatzstücke sind in gleicher Weise eraduiert. 

Die Röhren sind im ganzen etwa 25cm lang und liegen genau hori- 
zontal in einem Glasmantel, der mit Wasser gefüllt wird und in dem sich 
ein Thermometer befindet. 

Die graduierten Röhren laufen außerhalb des Wassermantels in mit 
Hähnen versehene Röhren aus. Diese vereinigen sich zu einem T-Rohr, 


') Erhältlich bei Universitäts-Glasbläser Grünwald, Prag, chemisches Institut der 
deutschen Universität. 
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das eine Seitenöffnung mit Quetschhahn besitzt. Das T-Rohr selbst führt 
einerseits zu einem Manometer, andrerseits zu einem Gummiballon. 

Man füllt zunächst beide Schenkel des U-förmigen Rohres bis zum 
O-Punkt der Teilung mit destilliertem Wasser, saugt dies vom Ballon her 
an und bestimmt den Stand gleichzeitig in beiden graduierten Röhren. 
Da die durch beide Kapillare durchgesaugten Wassermengen gleich grob 
sind, so muß die Länge der Wassersäulen in den beiden graduierten Röhren 
das Verhältnis des Inhalts beider angeben. Es beträgt etwa 2. Nun wird in 
die zu dem engeren Rohr gehörige Kapillare der Blutstropfen eingesaugt, 
beiderseits Wasser und Blut auf die O-Stellung gebracht und wiederum vom 
Ballon her angesaugt. Es verhalten sich dann die Viskositäten der beiden 
Flüssiekeiten umgekehrt wie die durchgesaugten Flüssigkeitsmengen. 
Die Viskosität des Blutes ist also gleich der Länge der Wassersäule divi- 
diert durch die Länge der Blutsäule multipliziert mit dem zuvor empirisch 
gefundenen Quotienten des Inhalts beider Röhren. 


6. Die Genauigkeit der Resultate. 


Nach Hirsch und Beck beträgt die Abweichung in den einzelnen Mes- 
sungen 0'2—0'4 Sek. Der Fehler wird naturgemäß bei kürzerer Durch- 
laufszeit, d. h. dinnerem Blut, höher als bei diekerem. 

Nach Heß betrug der größte Unterschied verschiedener Messungen 
an einer und derselben Person 3°/, und die größte Abweichung vom 
Mittelwert 2°/, (z. B. 422 und 435, Mittel 426). Änderungen der Tem- 
peratur bedingen, wie erwähnt, pro 1° etwa 0'8°/, (Normalwert bei 17°). 
Viel beträchtlicher werden Abweichungen, die durch Stauung oder lokale 
Anregung der Zirkulation bei der Blutentnahme künstlich hervorgerufen 
werden. 

Schwankungen bis zu 8°/, des Wertes sind keine Seltenheit. 

Merkwürdig und noch unerklärt ist, daß die Werte für die innere 
Reibung des Blutes nicht in allen Apparaten die gleichen sind, so fanden 
Münzer und Bloch in Parallelbestimmungen : 


| | Blut mit Hämoglobingehalt von Prozent 
Apparat von I - 


Br | 30 | :0o | so | so | so | so | 100 | 105 | ı10 | 
Determann ...|41 | 24 33 | 5353| a6 | 5a | 70l58| 66 | 86 
Heß ö 2. #25.1.29 |, SU 52 1.611, 42.1.5:6, 1.67 


Münzer und Bloch 40 | 28 | 32 | 43 | 46 | 49 | 56 | 49 


Der Determannsche Apparat gibt also höhere Werte als die anderen, 
und zwar mit zunehmender Viskosität um so höhere. 


Die Bestimmung der Blutmenge.') 


Von Franz Müller, Berlin. 


1. Direkte Bestimmungsmethode der im Körper vorhandenen 
Blutmenge. 


Will man die Gesamtmenge des im Körper eines Tieres vorhandenen 
Blutes ermitteln, so bedient man sich der Welekerschen Methode mit einigen 
von mir im Jahre 1901 angegebenen Modifikationen.?2) Welckers Methode 
beruht darauf, dal) man das gewogene Tier verblutet und die Gefäße so 
lange mit warmer isotonischer Salzlösung bei erst selbständiger, dann künst- 
licher Atmung ausspült, bis das Spülwasser ungefärbt aus den Venen abläuft. 

Man geht in folgender Weise vor: Das zuvor gewaschene, sorgfältig 
gereinigte Tier wird auf einem Öperationsbrett in schwacher Narkose 
aufgebunden und möglichst schnell eine eroße Arterie am Halse oder am 
Bein sowie eine Vene am Hals ohne jeden Blutverlust(!) freigelegt. Die 
dabei verwendeten Tupfer werden gesammelt. Man führt Kanülen in beide 
(Gefäße ein, läßt unter Rühren das Blut aus der Arterie oder mehreren großen 
Arterien in eine gemessene Menge einer Lösung von oxalsaurem Ammon 
und gleichzeitig in die Vene 0'9°/,ige warme Kochsalzlösung einfließen, 
und zwar reguliert man Ein- und Auslauf so, daß das Herz und die 
Atmung möglichst lange arbeiten. Das erreicht man am besten dadurch, 
daß man nach kräftigem Aderlaß die Arterien abschließt, Kochsalzlösung 
in etwa der gleichen Menge, wie Blut ausgeflossen, infundiert, einige Sekun- 
den wartet und wieder entblutet. Bisweilen empfiehlt es sich, die Arterien- 
kanülen zentral- und peripherwärts einzubinden. Sobald das Tier durch den 
Blutverlust bewußtlos und ruhig geworden ist (die Narkose hat schon 
früher aufgehört), müssen die um Kopf und Extremitäten gelegten Stricke 
entfernt und unter Massieren der Extremitäten und des Kopfes passive 
Bewegungen ausgeführt werden. Man beobachtet die bessere Ausspülung 
dieser peripherischen Gebiete sofort an zunehmender Röte der aus den 


') Vgl. die nach Abschluß des Manuskripts erschienenen hämodynamischen Studien 
von J. Plesch, Zeitschr. f. exper. Pathol. Bd. 6. S.330 (1909). Sie konnten nur noch 
teilweise bei der Korrektur berücksichtigt werden. Dort sind alle je verwendeten 
Methoden angegeben. 

?) Franz Müller, Ein Beitrag zur Bestimmung der Gesamtblutmenge. Arch. f. 
Anat. u. Physiol. S. 459 (1901). 
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Venen ausfließenden Spülflüssigkeit. Wenn das Herz zu schlagen aufhört. 
schaltet man den Einlauf so um, daß die Salzlösung unter ca. 1m Wasser- 
druck in die Arterien einläuft, während die Flüssigkeit jetzt aus den Venen 
oder dem rechten Herzen direkt ausströmt, und setzt die Spülung bei 
künstlicher Atmung und Herzmassage so lange fort, bis die Flüssigkeit 
nur noch schwach gelblich gefärbt ist und die Gewebe stark Öödematös 
werden. Um Verluste zu vermeiden, steht das Operationsbrett auf einer 
Blechwanne, von der aus die überfließende Menge in einen Eimer oder 
großes Becken einläuft. Sollten sich in der Spülflüssigkeit Gerinnsel gebildet 
haben, so ist nach guter Durchmischung durch Gaze zu filtrieren. Die 
Gerinnsel werden mit 1°/,iger Sodalösung farbstofffrei extrahiert. 

Man würde fehl gehen, wenn man glaubte, daß nunmehr der ge- 
samte Blutfarbstoff des Körpers entfernt ist. Versuche!) ergaben, dab 
es im besten Fall 30°/, der Gesamtmenge sind. Um den Rest zu gewinnen, 
mul) man das Tier enthäuten, die Muskeln von den Knochen abtrennen. 
Muskeln und Organe unter Entfernung der Gallenblase, des Harns, der 
Augen und des Darms nebst Inhalt (das Darmgewebe ist vollkommen 
farblos geworden) zerkleinern und auf Eis mit Wasser über Nacht (eventuell 
mit Toluol) stehen lassen. Bei kleineren Tieren gelingt es natürlich, den 
ganzen Vorgang schneller, in einigen Stunden, durchzuführen. Die Knochen 
werden klein zersägt, zerstoßen und auch mit Wasser angesetzt. Nach 
Abgießen dieser Auslaugeflüssigkeiten und Filtrieren durch Gaze werden 
Organe und Muskeln zusammen, andrerseits die Knochen für sich, mit 
Sand verrieben und in einer gut wirkenden /Buchner-)Presse ausgepreßt, 
noch 2- bis 3mal mit Wasser extrahiert und ausgepreßt. Die Muskeln müssen, 
im Mikrospektralapparat untersucht, frei von Blutfarbstoff sein. Man findet 
bei gesunden Tieren jenach der Güte der ersten Durchspülung 8 und 16°/, 
in Muskeln und Organen und einen Rest von 6—13°/, des Gesamtblutfarb- 
stoffs in den Knochen. 

Ganz anders kann die Verteilung bei kranken Tieren sein (siehe 
viertes Tier der folgenden Tabelle, selbst unter Berücksichtigung der infolge 
Herzschwäche schlechteren Ausspülung). 

Beispiel: Hunde.) 


| Vom Gesamthämoglobin Prozente in | 

Bezeichnung N — Bemerkungen 
| Blut Organen | Knochen 
| Schwarz . eh ! | 19:8 16°3 82 Eisenarme Kost 
Bearzveß. .. :: ||, 785 87 12:8 Milch und Eisen 
Br. ..... | 819 | 124 57 Gemischtes Futter 
Bene .».....| 382 | 9232 336 Staupe 
| ehe ln. 4... er Bo | 89 110 Eisenarme Kost | 
Schwarzweiß... ...| 832 76 90 Milch und Eisen 


‘) Franz Müller, Ein Beitrag zur Bestimmung der Gesamtblutmenge. Arch. f. 
Anat. u. Physiol. S. 459 (1901). 

°) Franz Müller, 1. ce. und Beiträge zur Frage nach der Wirkung des Eisens bei 
experimentell erzeugter Anämie. Virchows Arch. Bd. 164. S. 445 (1901). 
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Die Blutfarbstoffbestimmung in den Extrakten erfordert eine gewisse 
Übung, da man die aus fettartigen Stoffen bestehende Trübung auf jeden 
Fall vollkommen entfernen muß, ohne daß Blutfarbstoff durch die Klärung 
verloren wird. Mir hat sich entgegen den schlechten Erfahrungen anderer 
Autoren Zusatz von Baryumchlorid und Natriumoxalat mit darauffolgendem 
Zentrifugieren gut bewährt. Die Klärung gelingt aber gewiß auch mit 
anderen nicht stark adsorbierenden Niederschlägen. Plesch empfiehlt Zusatz 
von Spuren von Ammoniak und Filtration. 

Abderhalden!) ist bei seinen Versuchen über die Assimilation des Eisens 
und über den Einfluß des Höhenklimas bei kleinen Tieren, wie Ratten, so 
verfahren, daß er nach eingetretenem Tode (durch Chloroform oder Äther), 
ohne zu durchspülen, das Fell vom Kinn bis zum After aufspaltete, unter 
Zurücklassen der Fettschicht mit der Hand loslöste, darauf Schwanz und 
hintere Extremitäten abschnitt. (Das Fell ist, wie ich mich auch selbst bei Ver- 
suchen mit Mäusen überzeugt habe, dann vollkommen blutleer.) Bei Hunden 
und Katzen muß man allerdings mit dem Messer bei der Enthäutung nach- 
helfen. Dann wurde der Darm sorgfältig entfernt, eventuell nach Abspülung 
und Entleerung des Inhalts für sich extrahiert oder auch extrahiert, während 
beide Enden fest verschlossen blieben. Vernachlässigt man das Darmblut, 
so begeht man (ohne Durchspülung!) bei Katzen oder Hunden Fehler von 
etwa 0'7°/, des (resamthämoelobins. Der ganze Körper wurde dann fein 
zerkleinert oder zerhackt und mit Wasser auf Eis extrahiert. Abderhalden 
empfiehlt, die Eingeweide gesondert zu behandeln, da die Muskeln sonst 
leicht den aus den Eingeweiden ausgetretenen Farbstoff aufnehmen. Bil- 
dung von Bluteerinnseln wurde vermieden, um das mühsame Extrahieren zu 
umgehen. Es wurde so lange extrahiert, bis Zusatz des letzten Extraktes 
zu einer Hämoelobinlösung keine Änderung der Blutfarbstoffkonzentration 
mehr erzeugte. So benutzte er für 3 Monate alte Katzen etwa ®/,2 mit 
12stündiger Extraktion. Nach weiteren 12 Stunden Extraktion mit über ı/, 1 
wurden noch etwa 25°/,, nach weiteren 12 Stunden mit !/, Z noch etwa 14%, 
extrahiert. Die Zahl der notwendigen Extraktionen von je 24 Stunden betrug 
bei Ratten 2, bei Kaninchen, bei Meerschweinchen, Hunden und Katzen 2 
für Muskeln und Knochen und 3 für Eingeweide, Erfahrungen, die mit 
den meinigen übereinstimmen. 

Um vollkommen klare Extrakte zu erhalten, was natürlich für eine 
exakte Hämoglobinbestimmung unbedingt notwendig ist. wurde 
auf Fis filtriert, am besten unter Verwendung des Filterpapiers Nr. 591 
von Schleicher & Schüll. Bisweilen senken sich auf Eis schon die Nieder- 
schläge zu Boden, so daß eine Filtration unnötig ist. Jedenfalls ist diese 
Klärungsmethode, wenn möglich, der durch Erzeugung eines künstlichen 
Niederschlages vorzuziehen. 


1) E. Abderhalden, Assimilation des Eisens. Zeitschr. f. Biol. Bd. 39. S. 197 und 
Über den Einfluß des Höhenklimas auf die Zusammensetzung des Blutes. Inaug.-Diss. 
Basel 1902. 


Die Bestimmung der Blutmenge. 751 


Die Blutfarbstoffbestimmung in den Extrakten kann man mit einer der 
genauen, im Vorstehenden (S. 719 ff.) erwähnten Methoden vornehmen. Abder- 
halden benutzte einen kolorimetrischen Vergleich mittelstark konzentrierter 
Lösungen mit einer ähnlich starken Hämoglobinlösung (Kristalle) von be- 
kanntem Gehalt und gleicher Farbennuance, d.h. bei Kaninchen und Ratten: 
Pferdebluthämoglobin, bei Katzen und Hunden: Hundebluthämoglobin. Die 
Hämoglobinkristalle wurden in verdünntem Alkohol (1:4) im Eisschrank 
aufbewahrt und in Glaströgen mit planparallelen Wänden in ihre Farbeninten- 
sität verglichen.!) Ich selbst verwende bis in die jüngste Zeit das Fleischl- 
* Mieschersche Hämometer und bin im Gegensatze zu Abderhalden auch 
jetzt noch der Meinung, daß die Vergleichswerte zuverlässig sind, wenn 
man die Instrumente zuvor geeicht hat.?) Zu empfehlen ist auch das 
Chromophotometer. 


2. Indirekte Bestimmungsmethoden der im Körper vorhandenen 
Blutmenge. 


Methoden zur Bestimmung der Blutmenge im lebenden Tier haben 
außer der unvergleichlich größeren Einfachheit den Vorzug, daß dasselbe 
Tier mehrfach zu verschiedenen Zeiten untersucht werden kann, und 
daß wenigstens einige der Methoden auch beim Menschen anwendbar sind. 
Es darf aber nicht übersehen werden, daß bei allen diesen indirekten 
Methoden vielleicht nicht die gesamte im Körper vorhandene, sondern 
nur die in Zirkulation befindliche Blutmenge bestimmt wird. Das 
brauchen nicht identische Größen zu sein, aber für vergleichende Unter- 
suchungen sowie für viele Fragen der menschlichen Pathologie genügt es, 
die zirkulierende Blutfarbstoffmenge zu kennen. 

a) Infusionsmethode. Gelingt es beim Lebenden, das Blut durch 
eine bekannte Menge Flüssigkeit zu verdünnen, nachdem man zuvor eine 
kleine Blutprobe gewonnen hat, und eine zweite Blutprobe in einem 
Moment zu erhalten, in dem die ganze injizierte Flüssigkeitsmenge sich 
noch im Blutgefäßsystem, aber auch schon mit dem Blut vollkommen 
vermischt vorfindet, so ergibt ein Vergleich des Trockensubstanzgehaltes 
oder der Blutkörperchenzahl oder des relativen, prozentischen Blutfarbstoff- 
gehalts oder des Verhältnisses von Blutkörperchen zu Plasma vor und nach der 
Infusion die zirkulierende Blutmenge. Es sei z.B. der Farbstoffgehalt der ersten 
Blutprobe, die m cm® betrage, = a, der der zweiten = b, die Menge der 
infundierten Lösung = c, so verhält sich die Blutmenge x:(x+e)=b:a 

Due 
a—b 
Die Gesamtblutmenge ist =x-+ m. 


= 


1) Bezüglich der Exaktheit der Methode und Zersetzung des Blutfarbstoffs siehe 
Abderhalden, Zeitschr. f. Biol. Bd. 39. S. 197, 

2) E. Abderhalden, Pflügers Arch. Bd. 92. S. 616, Anm. 1 (1902). — Franz Müller, 
Zur Kritik des Miescherschen Hämometers. Arch. f. Anat. u. Physiol. S.443 (1901) 


Abderhalden, Handbuch der biochemischen Arbeitsmethoden. III. 48 


Franz Müller. 
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Genauigkeit der Methode. 


Die Methodik beruht darauf, daß die infundierten Mengen noch 
im Moment der zweiten Blutentnahme, gut durchgemischt, im Blut ent- 
halten sind. Bei Kaninchen haben sich Cohnstein und Zuntz überzeugt, 
daß diese Voraussetzung zutrifft.!) Injizierten sie 1/,—!/, der Blutmenge 
an 0'73°/,iger Kochsalzlösung dem freisitzenden Tier in eine Halsvene, so 
ergab die Blutkörperchenzählung 1—1'/,; Minuten später, in einem Fall 
(Versuch XVII) sogar noch 23 Minuten nach Beendigung der Infusion, die 
nach der Berechnung zu erwartenden Werte. Erst eine Stunde nach der 
Injektion war das Blut wieder erheblich konzentrierter. 

Um diese notwendige Voraussetzung der Methode aber zu erfüllen, 
muß man genau isotonische Salzlösung verwenden und dafür sorgen, dab 
nicht bestimmte Gefäßgebiete infolge Reizung von Vasomotoren verengt, 
d.h. von der Zirkulation ausgeschlossen sind. Hundeblut hat eine sehr 
konstante Gefrierpunktserniedrigung, die 0'9°/, Kochsalz entspricht. Für 
den Menschen hält es Kottmann ?) dagegen für nötig, in jedem Falle vor dem 
Versuch die Gefrierpunktserniedrigung nach den Methoden von Hamburger 
oder Dreser zu ermitteln. Werden nicht isotonische Lösungen von Körper- 
temperatur verwendet, so geht je nach der Salzkonzentration der infundierten 
Lösung die injizierte Wassermenge sehr schnell in die Gewebe über, oder 
es wird Flüssigkeit aus den (Geweben aufgenommen. 

Man muß aber auch bei isotonischen Lösungen sehr schnell infundieren, 
Sonst findet man ganz falsche Werte. So hatte ich) 1901 bei Hunden 
von 51/, bzw. 6%kg nach Infusion von 100 cm® 0'9°/,iger Na Cl-Lösung 
während 5!/, Minuten und Entnahme der zweiten Probe sofort nach Be- 
endigung der Infusion durch Hämoelobinbestimmung die Blutmenge zu 
281 cm? gefunden, während die Durchspülung nach Welcker 390 em3 lieferte 
und im zweiten Fall, in dem die Infusion 4 Minuten dauerte, durch Be- 
stimmung der Gefrierpunktserniedrigung bei Probeentnahme 1 Minute nach 
beendeter Infusion: 410 cm®, nach Welcker 637 em®. 

Auch in Versuchen, die A. Loewy und ich kürzlich angestellt haben 
und bei denen wir dem von Plesch und Zuntz*) kürzlich empfohlenen 
Verfahren folgten und nach der sehr schnellen Infusion in Abständen von 
30 Sekunden mehrere Proben entnahmen, sahen wir, daß) man bei Hunden 


und H. Aron und Franz Müller, Über die Lichtabsorption des Blutfarbstoffs. 1906. 
Suppl. 128. 

1) J. Cohnstein und N. Zuntz, Untersuchungen über den Flüssigkeitsaustausch 
zwischen Blut und Gewebe. Pflügers Archiv. Bd. 42. S. 319—321 (1888). 

2) K. Kottmann, Über die Bestimmung der Blutmenge beim Menschen und Tier 
unter Anwendung eines neuen Präzisionshämatokriten. Arch. f.exper. Path. Bd. 54. S. 356 
(1906). 

®) Plesch und N. Zuntz, Die Bestimmung der Blutmenge. Biochem. Zeitschr. S. 11 
(1908). 

*) 1. ec. 1901. S. 464. 
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außerordentlich schnell infundieren und die zweite Blutprobe der Infusion 
sofort folgen lassen muß). Wir fanden, wenn wir die Tiere entweder 
gar nicht narkotisierten oder sie, wenn sie wegen zu großer Unruhe 
narkotisiert und nach Einführung der Kanüle in die Carotis und die Vena 
jugularis wieder aus der Äthernarkose erwacht waren, daß bisweilen schon 
drei Minuten nach Beendigung des Einlaufs von auf Körpertemperatur 
erwärmter isotonischer 0°9°/,iger Kochsalzlösung der Austritt in die Gewebe 
beginnt. Die Schnelligkeit des Flüssigkeitsaustausches hängt ja außerdem 
von dem Verhältnis von injizierter Menge und) Blutmenge ab. Um recht 
genaue Zahlen zu erzielen, muß man aber etwa 10°, der Blutmenge 
infundieren. Wird der Gehalt der vor der Infusion entnommenen Blut- 
probe — 100 gesetzt (Hämoglobin oder Blutkörperzahl) und ist der darauf 
bezogene Prozentgehalt der nach der Infusion entnommenen Probe — h, 
hatte man e Kubikzentimeter infundiert, so ist die Blutmenge — is 
Es wird also die Genauigkeit, wie sich leicht berechnen läßt, um so größer, 
je mehr h von 100 abweicht, mit anderen Worten, je verdünnter das Blut 
geworden ist. 

Beispiel: Es sei der Hb-Gehalt der Probe nach Infusion von 1000 cm> 
von 100°/, gesunken auf a = 90°/,, von 2000 cm3 auf b = 80°/,. 

Die Differenz der Bestimmungen des Hämoglobingehalts, der Fehler 
der Hb-Bestimmungsmethode betrage 2°/,. Also 


a, 91 oder a, 89°), b, 81 oder. b, 79%/,. 
Daraus berechnen sich : 
1000 x 91 2000 x 81 a 
Ay 40091 == 102.33 cm b, 100- BL = 8'526 em? 
1000 x 89 2000 x 79 
Zn -NC EN. — TADA .Lm3 
A, us 7 8091 cm3 b, 00279 - = 1524 cm 
a,—a, Differenz = 2'020 cm3 b,—b, Differenz — 1002 cm? 
a,—a, Differenz in Prozent des Mittelwertes = 22:2), 
b,—b, $ A 1 R E —H ad 


Die folgenden Zahlen (5.754) zeigen dementsprechend die bei der- 
artigen Versuchen (Hunde) bisweilen notwendig eintretenden Ungenauig- 
keiten, sobald man geringere Mengen infundiert: 

Zur Erklärung von Tabelle A sei bemerkt, daß 0'9%/,ige Kochsalzlösung 
immer genau 38° warm in die Jugularis einlief. Die Zeiten in Stab 4, 8, 12 
verstehen sich nach dem Moment der Abklemmung der Jugulariseinlaufs- 
kanüile. 

Stab 5, 9, 13 zeigen die Ablesungswerte (Mittel von 10 Ablesungen) 
in Chromophotometer oder Miescher-Fleischls Hämometer. Stab 6, 10, 14 

48* 


Tabelle A. 


een nn 


!) Verdünnung ausgeglichen, Wert wie vor Infusion. 
?2) Hämoglobingehalt der Blutprobe vor Infusion 


754 


100 gerechnet. 


1 2 la) 16 
Infun- Erste Blutentnahme nach Ende der Zweite Blutentnahme nach Ende der Dritte Blutentnahme nach Ende der 
Nr. Körper- dierte Infusion Infusion Infusion Laufende 
des |) gewicht | . RE r f N 
Hundes kg te 5 Mi Hämo- Hämo- Blut- Mi- Hämo- Hämo- Blut- Mi Hämo- Hämo- Blut- 2 
| = SR 1 globin- globin- menge * globin- globin- menge : globin- globin- menge 
BES GHISn  nUTEn ablesung [gehalt %/,?) cm? nuben | Jplesung [gehalt %/,2) cm? Ausen ablesung |gehalt '/,?) cem’3 
{ RE 5 e 
4 7700 0:96=122102 Fe65:3 92:8 967 13°10° 657 94:8 11367 bis | 659 958 1736 ) 
(9 A102 
4 10:62 19 En 61:8 844 1093 1 63°8 872 11355 ve 62-9 859 1213 2 
4 120 ill = 83 8704: 1390 1 83:9 876 11413 12% 84:0 877 1426 3 
er 5 8:04 12 2: 65°5 SEX 2139| 3 66:0 98:3 |5407(!1)| 4—7 663°) 99:8 — 4 
= as | rl Bag al zack 1 | 828 | anTjaise | 17, BT | 93:8 a 8 
= lese | ll er az se LE na || 8wa Auaeız je 1, | eo | zes ins 6 
D A1 
a 1|665| 14 3 | 24 |! 901 | so | 31/,| 645 | 90:6 | 922 | RN 645 | 906 922 7 
2 R 
= aa | Es 87 | 150 | 1 820) 88:2 1488 1, | 875 | 887 | 1563 8 
6 6:12 24 n 62:9 824 700 ul 63:2 840 182 IK 63°6 86:0 919 9 
6 10:52 158) Ih 74:3 89:7 1739 1 74:5 90:0 11790 15h, 75:6 Sala 20883 10 
9 | 0535| 27 |, | 881 | 838 | 860 | 1 | 685 | 854 1006 | a 68: ss4 | 1089 | 1 
9 1014 | 19 ee eroAe| ee ı | 88: 890 isıo | 1, | 785 839 | 1037| 12 
9 | 14'3 14 R 653 814 ford) 1 62:2 neh 689 17, 70'5 879 1452 13 
3 714 21 sn 632 83:8 776 1 63.4 84:8 831 11/,—2| 63:85 871 1006 14 | 
3 || 1045 1:9 = 647 83'5 1007 1 64°6 834 999 12, 645 83:2 986 il) 
7 | er 2:0 ZA 64:3 92:7 1896 1 646 94:2 12437 2 65:0 87:9 3562 16 
7 12:07 ler RR 70:9 783 726 1 730 80:6 827 — —_ _ — il 
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bedeuten den prozentischen Blutfarbstoffgehalt des Blutes, bezogen auf die 
Blutprobe vor der Infusion —= 100. 

Zunächst scheiden einige ganz unmögliche Zahlen aus, ein Teil 
ist mit ! versehen (lfd. Nr. 4, 5). Hier war die eingetretene Blutver- 
dünnung zweifellos nicht der injizierten Menge Salzlösung entsprechend, 
sei es, daß ein Teil von ihr in dem Stamm der V. jugularis stagnierte, 
sei es, daß die erste Probe zu spät nach beendeter Infusion entnom- 
men wurde (2°) und schon erhebliche Mengen die Blutgefäße ver- 
lassen hatten. 

Die Tabelle zeigt weiter für die einwandfreien Proben beim Ver- 
gleich von Stab 7, 11. 15, daß, wenn wir 1/, Minute nach Beendigung des 
Einlaufs, der selbst nicht mehr als höchstens 1!/, Minuten andauern darf, 
die erste Probeentnahme machten und in 30 Sekunden Intervallen fort- 
fuhren, die Blutkonzentration teils während !/,—1!/, Minuten nach been- 
deter Infusion gleich blieb (lfd. Nr.3 der Tabelle). Teils war es aber nach 
1 Minute schon zu spät und ein Teil Flüssigkeit aus der Blutbahn ver- 
schwunden, teils blieb sie sogar noch nach 3—6‘ (lfd. Nr. 7 der Tabelle) 
in der Zirkulation. Es ist daher schwer zu beurteilen, ob der niedrigste 
Wert auch in der Tat der erzeugten Verdünnung entspricht oder ob nicht 
doch schon vorher etwas von der Salzlösung aus der Blutbahn verschwun- 
den ist, wenn man nicht gerade Glück hat und mehrere Proben 
die gleiche Zusammensetzung haben. 

Die Genauigkeit aller indirekten Methoden der Blutmengenbestim- 
mung hängt weiter von der Genauigkeit der benutzten Bestimmung, sei 
es des Farbstoffs, sei es der Trockensubstanz oder Blutkörperzahl, ab. 

Nach Lion und Thoma ist aber der Fehler bei der Zählung roter 
Blutkörperchen im günstigsten Falle bei 


Pa Zellen! _. „es 15 2 07 
230. „ see 1: „20, 
5.000  „ ER SC VE en EN I 3 
20.000 ;; ;, I DE TREE FB) ® 


Man muß im allgemeinen mit einem Fehler von mindestens 0'6 bis 
2°/, der Blutkörperzahl rechnen. 

Bei der Blutfarbstoffbestimmung ist der Fehler im Miescher-Fleischl- 
schen Apparat nach Veillon 1—1'/,°/,, im Sahlischen Hämometer 2—5°/,- 
Der Ablesungsfehler im Spektrophotometer beträgt 0'7°/, der Ablesungs- 
zahl, wenn man die besten Aüfnerschen Ablesungen allein berücksichtigt. 
Andere Untersucher haben nur die Hälfte der Genauigkeit, d. h. 1'5°/, 
Abweichung, erreicht. Mit dem Chromophotometer hat Plesch') 0'5°/, bei 
normalem Blut erreicht. Er glaubt, daß selbst schlechte Ableser keine höheren 
Abweichungen als 1°/, zu verzeichnen haben werden. 


1) J. Plesch, Das Chromophotometer. Zeitschr. f. klin. Med. Bd, 63. Heft5, 6 
(1907). 
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Um die Genauigkeit zu erhöhen, hat Kottmann zur Bestimmung 
des Blutkörperchenvolumens den Hämatokrit so verändert, daß er eine 
genauere Ablesung des Blutkörperchenvolumens gestatten soll, als bei den 
bisher verwendeten Instrumenten möglich war: Die Zentrifugenröhrchen 
werden in Abstände von 0'5 mm geteilt, was 0'2°/, des Gesamtinhaltes 
des Röhrchens anzeigt. Die Ablesung wird dadurch fünfmal genauer als 
bisher und es sollen Blutkörperchenvolumina direkt bis auf 0'2°/,, schätzungs- 
weise bis auf 0'1°/,, mit der Lupe bis auf 0:05°/, genau abgelesen werden 
können. Das Blut wird dabei durch Zusatz von einer geringen Menge 
Hirudin ungerinnbar erhalten. 

In der folgenden Tabelle B sind sieben Bestimmungen der Tabelle A 
einer Fehlerberechnung zugrunde gelegt. Sie wurde in der Art ausgeführt, 
daß angenommen wurde, die Mittelwerte der Hämoglobinbestimmungen 
(je 10 Ablesungen) zweier nach der Infusion im Abstand von 30 ent- 
nommener Proben differierten um 0'1—2°0° der Ablesungsskala des In- 
strumentes (siehe Stab 3). Solche Differenzen wurden in der Tat gefunden. 
Daraus folgt eine Differenz der relativen Hämoglobinwerte in den 2 Proben 
von 0'12—3°/, Blutfarbstoff (Stab 4). Die aus beiden Proben berechnete 
Gesamtblutmenge differiert um 13—814 cm? (Stab 5) oder in Prozenten 
des Mittelwertes um 0'9—31°/, (Stab 6). 


Tabelle B. 
5 Fr BR :: 
Differenz der Mittelwerte von 
10 Ablesungen bei Proben mit 30“ ; : 
Intervall nach der Infusion Differenz glas Enz 
Laufende Nr Infundierte 
| a en n 5 Mengein®/, des | in Graden der 
er Zabeiie © | Körpergewichts| Teilung des in der ä 0/, des Mittel- 
Hämoglobino- | Hb-Prozentzahl a wertes 
meters 
2 169 2:0 3 + 262 21 
| 
2 159 0:9 14 — 142 11 
3 17 0:2 0:24 + 23 1:6 
3 1 01 0:12 + 13 0:9 
| 5 dez 159 2:3 + 814 Bil 
14 21 02 03 + 55 | 68 
| 14 21 0:4 0:6 +17 19 


Daraus folgt, dal) die Blutkörperchenzählung überhaupt nur bei Zählung 
sehr großer Mengen von Zellen, das Sahlische Hämometer gar nicht, die 
anderen Hämoglobinometer nur bei großer Übung gebraucht werden dürfen. 
Fehler von 0°5°/, des Hb-Prozentgehalts (Tabelle B, Stab 4) lassen sich 
trotzdem nicht immer vermeiden und bedingen beim Tier einen Fehler in 
der Blutmenge von 10—20°/, des Wertes trotz Infusion von etwa 2°/, des 
Körpergewichtes. 
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Auch zu Versuchen am Menschen hat Plesch die Infusionsmethode 
mit Einhaltung etwa der gleichen Zeiten für die Blutentnahmen empfohlen. ') 
Die Werte können hier aber auch im günstigsten Falle nicht sehr genau 
werden, da die infundierte Menge pro Kilogramm Körpergewicht und dem- 
entsprechend die relative Verdünnung des Blutes geringer sein muß (2°/, 
des Körpergewichts wäre etwa 1!/, Liter!). Störend ist auch, daß nach 
Infusion von genau isotonischer, steriler Salzlösung meist Schüttelfrost und 
Fieber auftritt. So sahen Cohnstein und Zuntz bei Kaninchen eine halbe 
Stunde nach der Injektion einen Anstieg der Temperatur von 390 auf 
über 40°, nach 3 Stunden über 41, nach etwa 9 Stunden war die Tempe- 
ratur wieder normal. Auch Plesch sah dieses aseptische Fieber, das etwa 
3 Stunden anhält, fast regelmäßig beim Menschen. 

Beispiel: Infundierte Menge '/,°/, des Körpergewichts von 70 kg = 
350cm®. Hb-Prozentgehalt mit Chromophotometer bei Verdünnung !/;,, be- 
stimmt Zunahme der Schichtdicke nach Infusion von 20'0 mm auf 219 mm. 
Methodische Fehler des Chromophotometers 0'1 mm (Plesch), d. h. Schicht- 
dicke a) 218 mm oder b) 22:0 mm. Die Berechnung ergibt: 


350 x 9174 


a) Hb-Abnahme = 91'74°%/,; Blutmenge = er 3887 em? 
350 x 90°C 
b) Hb-Abnahme = 90°91°/,; Blutmenge — mL — 3500 cm® 


Differenz = 387 em3 oder 10'5°/, des Mittelwertes. 


Apparate zur Infusion: 


1. Tier: Zur Infusion bedienten sich Zoewy und Verf. einer 100 em? 
fassenden, genau geteilten Bürette mit Schlauchklemme. Sie mündet unten in 
eine T-Leitung, deren einer Schenkel zu dem die gewärmte Kochsalzlösung ent- 
haltenden Gefäß führt, deren anderer mit der gleichfalls durch eine Klemme 
abgeschlossenen Venenkanüle (Jugularis) verbunden ist. Die Bürette ist 
oben durch einen einfach durchbohrten Stopfen verschlossen. In seiner 
Bohrung sitzt ein Y-Rohr, dessen einer Schenkel mit einem Gummidoppel- 
gebläse in Verbindung steht, während der andere Schenkel vermittelst 
eines langen Schlauches das Aufsaugen von Flüssigkeit in die Bürette 
gestattet. Will man möglichst schnell infundieren, wie das nach dem Ge- 
sagten sehr wünschenswert ist, so saugt man, nachdem die Verbindung 
zur Vene luftfrei mit Kochsalzlösung gefüllt ist, zunächst die etwa 40° 
warme isotonische Kochsalzlösung bis zur Nullmarke in die Bürette ein, 
schließt die benutzte Leitung, erzeugt mit dem Doppelgebläse Druck und 
drückt in einer Minute etwa 100 cm® durch die Vene in das Tier hinein. 

2. Mensch: a) Kottmann empfiehlt einen graduierten Erlenmeyerkolben 
von 1 2 Inhalt mit langem Hals, an dem sich eine genaue Einteilung zur 


1) J. Plesch, Hämodynamische Studien. Zeitschr. f. exper. Pathol. Bd. 6. S. 395 ff. 
(1909). 
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Messung der letzten 150 cm? befindet. Er ist durch einen dreifach durch- 
bohrten Stopfen verschlossen. Durch die eine Bohrung führt eine Verbindung 
zu dem mit der Infusionskanüle verbundenen Schlauch. Die Flüssigkeit 
passiert vor Eintritt in die Punktionsnadel ein Glasröhrchen, in dem sich 
ein Thermometer befindet. Die zweite Bohrung enthält das Glasrohr zum 
Einfüllen der Lösung, die dritte das oben kurz mündende Rohr zur Ver- 
bindung mit einem Doppeleebläse. Die Flasche sowie die Lösung sind vor 
dem Gebrauch durch Kochen sterilisiert. Während der Infusion befinden sie 
sich in einem auf 42° gehaltenen Wasserbade. 

Zusammenfassung. Die bisher mit der Infusionsmethodik gemach- 
ten Erfahrungen sprechen dafür, daß besondere Übung und besonders 
günstige Umstände dazu gehören, um exakte Werte zu erzielen. Die bisher 
angestellten Vergleiche mit nach Welckerscher, richtig ausgeführter Me- 
thodik erhaltenen Blutmengenwerten sind noch zu wenig zahlreich, um 
die Exaktheit der Infusionsmethode zu garantieren. Wir selbst haben, 
nachdem wir uns eingeübt hatten, wie oben bewiesen, doch noch bisweilen 
so stark abweichende Zahlen erhalten, daß bei Hunden wenigstens die 
Vasomotorentätigkeit das Gelingen des Versuchs ohne Verschulden des 
Experimentators leicht in Frage stellen kann. Kann man sehr große Flüssig- 
keitsmengen sehr schnell infundieren (4—5°/, des Körpergewichts), so sind 
die Aussichten besser. 

b) Aderlaßmethode]: Die von Vierordt zuerst ersonnene Methode, 
einen Aderlaß von bestimmter Größe zu machen und, sobald anzunehmen 
ist, daß das Blut durch Aufnahme von Lymphe das alte Volumen wieder 
erreicht hat, aber noch keine neuen Blutkörperchen sich gebildet haben, 
einen zweiten Aderlaß zu machen und aus dem Vergleich beider die ge- 
samte Blutmenge zu bestimmen, eine Methode, die einmal mit Erfolg von 
Mallassez beim Menschen benutzt wurde, hat sich nicht eingebürgert. Es 
ist fraglich, ob die Voraussetzung zutrifft, daß im Moment der größten 
Verdünnung, wenn die Zahl der Blutkörperchen maximal abgenommen 
hat, das Volumen des Gefäßsystems das gleiche ist wie vor der Blut- 
entnahme. Es ließen sich zahlreiche Bedenken gegen diese Voraussetzung 
anführen. In der Klinik wird man nur in besonderen Ausnahmefällen, wenn 
ohnedies ein größerer Aderlaß notwendig wird, eventuell einen Versuch 
mit dieser Methode machen. 

Anknüpfend an Malassez hat Nelson!) ganz kürzlich die Methode in 
theoretisch richtigerer Art abgeändert. Beim Kaninchen wurde die Blut- 
körperzahl im Ohrvenenblut gezählt (a), in die Carotis eine Kanüle mit 
T-Gabelung eingeführt, 18—40 cm Blut durch den linken Schenkel ab- 
gelassen und sofort durch den anderen Schenkel die gleiche Menge 
Kaninchenserum körperwarm schnell infundiert (ec). Das Serum war 
12 Stunden zuvor gewonnen, zentrifugiert, klar, auf Eis aufbewahrt. 


1) L. Nelson, Über eine Methode der Bestimmung der Gesamtblutmenge. Arch. 
exp. Pathol. Bd. 60. S. 340 (1908). 


ur 
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30 Minuten nach beendeter Infusion erfolgte die zweite Probezunahme von 
Öhrvenenblut, in dem ebenfalls die Blutkörperzahl bestimmt wurde (b). 
Be 

Die Blutmenge ‚=. 

So ist diese Methode also eine Infusionsmethode geworden und ihre 
Genauigkeit hängt von der Güte der Blutkörperzahlbestimmungen (siehe 
S. 717) und dem Fehlen vasomotorischer Unregelmäßigkeiten bei den 
Probeentnahmen ab (siehe S. 707). 

ec) Kohlenoxydmethode. Von der größten Bedeutung ist die zuerst 
von Grehant und Quinqguaud angewandte Versuchsanordnung, die auf der 
Beimischung einer leicht nachweisbaren Substanz zum strömenden Blut, die 
sich während des Verweilens im Körper nicht verändert, beruht. Bisher 
ist hierfür nur das Kohlenoxyd benutzt worden. Zunächst ist die Voraus- 
setzung, daß Kohlenoxyd auch in kleinen Mengen im Körper nicht ver- 
brannt wird, eine Annahme, die von Wachholtz!) bestritten wurde, mehr- 
fach und zuletzt durch Haldane?) zweifellos bewiesen worden. 

Haldane und Lorrain Smith®) haben die Methodik Grehants außer- 
ordentlich vereinfacht. Sie ist neuerdings von Zuntz und Plesch*) in etwas 
anderer Form sehr empfohlen worden. Das Prinzip ist folgendes: Man läbt 
ein bekanntes Volumen (v bei 0° und 760 mm) reinen Kohlenoxyds atmen 
und bestimmt die Menge des CO in 100 cm® Blut (p). 

V 


UM FE r1. BeHR 
Die Blutmenge M ist dann: 100 Zap 


Versuchsanordnung: 1. Haldane und Lorrain Smith gingen so 
vor, daß sie den Menschen aus einem Gummisack von etwa 2 / Inhalt durch 
ein Mundstück Luft, die durch ein zwischengeschaltetes Natronkalkgefäl) 
kohlensäurefrei gemacht wurde, atmen ließen. Der verbrauchte Sauerstoff 
wurde dem Sack aus einem Zylinder nach Bedarf ergänzend zugeführt. 
Sobald die Person ruhig atmete und die Sauerstoffzufuhr reguliert war, 
wurde durch einen Dreiweghahn die Verbindung mit einem schmalen, gra- 
duierten Meßzylinder, in dem sich Kohlenoxyd’ befand, hergestellt und alle 
2 Minuten ungefähr 30 em3 in den Sack eingeführt. Nachdem die gewünschte 
Menge (zwischen 116 und 160 em? bei 0° und 760 mm gemessen) verbraucht 
war und der in den Verbindungsröhren steckende Rest durch Sauerstoff 
ausgewaschen und eingeatmet war, wurde 1 Tropfen Blut für die Analyse 
entnommen. Zur Sicherheit wurde noch 2 oder 3 Minuten später eine 


!) Wachholtz, Pflügers Arch. Bd. 74. S. 174 (1899) und Bd. 75. S. 341 (1899). 

2) Haldane, Journ. of Physiol. Vol. 20. p. 514 (1896) und The supposed oxydation 
of carbonie oxide in the living body. Journ. of Physiol. Vol. 25. p. 225 (1900). 

3) J. Haldane and J. Lorrain Smith, The mass and oxygen capacität of the blood 
in man. Journ. of Physiol. Vol. 25. p. 331 (1899). 

#) N. Zuntz und J. Plesch, Methode zur Bestimmung der zirkulierenden Blutmenge 
beim lebenden Tier. Biochem. Zeitschr. Bd. 11. S. 47 (1908) und J. Plesch, Hämodyna- 
mische Studien. Zeitschr. f. exper. Pathol. Bd. 6. S. 405 (1909). 
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zweite Blutentnahme gemacht. Es stellte sich immer heraus, dal) beide 
Proben genau miteinander übereinstimmen. Das beweist, daß das Kohlen- 
oxyd sich schnell und gleichmäßig im Körper verteilt hat. 

Die prozentische Sättigung des Blutfarbstoffs mit CO wurde kolori- 
metrisch nach der von Haldane!) ausgearbeiteten Carminmethode be- 
stimmt. Um sicher zu sein, daß das ganze zugeführte CO auch von Blut 
aufgenommen war, wurde eine Probe der Restluft aus dem Sack entnommen 
und in dem auf S. 642 dieses Handbuches angegebenen Apparat analysiert. 
Es waren immer weniger als 0'05°/, CO in der Luft enthalten. Endlich 
wurde eine Analyse des eingeatmeten ÜO gemacht, weil immer etwas Luft 
in ihm enthalten ist. Angenommen, es 
waren 150 em3 eingeatmet, das Blut zu 
250/, gesättigt, so ist die Sauerstoffkapa- 
zität des ganzen zirkulierenden Blutes 
x:150 wie 100:25 = 600 cm2#. War 
weiterhin die vor Beginn der Einatmung 
ermittelte Sauerstoffkapazität 20, so be- 
rechnet sich jetzt die zirkulierende Blut- 
menge y = BR —= 3000 em®. 

Fan 20 xX 

Douglas?) hat so bei 9 Kaninchen 
die Blutmenge bestimmt. Wenige Tage 
auseinanderliegende Doppelbestimmun- 
gen ergaben Differenzen von etwa 1—2°/, 
des Wertes. Ein Vergleich mit der 
Welckerschen Methodik ergab Fehler 
zwischen + 15 und — 12°/,, im Mittel 
— 5°/, also ein recht befriedigendes 
Resultat. 

2. Zuntz und Plesch lassen das 
Versuchsobjekt entweder durch .eine 

Fig. 258. Trachealkanüle oder ein Mundstück bei 

geschlossener Nase aus einem ge- 

schlossenen Luftkreislauf atmen. In ihm (siehe Fig. 258) befinden sich ein 
In- und ein Exspirationsventil (J und E), eine Kohlensäureabsorptionsvor- 
richtung A, wie sie bei Rettungsapparaten von dem Drägerwerk in Lübeck 
geliefert wird, der Gummiballon s, eine T-Leitung zu einem Sauerstoff- 
zylinder O0, und an der Einatmungsseite, ganz nahe dem Mundstück M, die 
T-Leitung zu einer Hempelschen Bürette, in welcher sich reines CO befindet. 

Nachdem nach vorheriger möglichst vollkommener Exspiration mehrere 
Atemzüge aus dem Sack getan sind, führt man pro Kilo etwa 21/,—3 em? 


!) J. Haldane, Colorimetie determination of haemoglobin. Journ. of Physiol. Vol. 22, 
p: 232 (1897). 

?) C. @. Douglas, A method for the determination of the volume of blood in 
animals. Journ. of Physiol. XXXIII. Vol. 6. p. 493 (1906). 
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CO während etwa 3 Minuten zu. Es wird noch 3-4 Minuten lang weiter 
aus dem Sack geatmet, und zwar darf der Sack infolge Sauerstoffverbrauchs 
nieht vollkommen zusammenfallen, sonst muß man etwas Sauerstoff aus der 
Bombe zugeben. Die Versuchsanordnung hat vor der Haldanes zweifellos den 
Vorzug, daß das Kohlenoxyd aus der Bürette direkt in die Lunge gelangt und 
nicht erst wie bei Jaldane in dem Sack verdünnt wird. Während der Atmung 
aus dem Sack werden aus einer Vene mittelst Spritze, in der sich etwas 
trockenes Hirudin oder fein gepulvertes oxalsaures Ammon befindet, etwa 
5 cm® Blut entnommen. Das Blut wird aus der Spritze, ohne mit der Luft 
sonst in Berührung zu kommen, in enge Pipetten von 1 cm? eingesogen, 
in die auf S. 695 erwähnten Entwicklungsgefäßchen übergeführt und die 
Kohlenoxydbestimmung weiter, wie dort beschrieben, vorgenommen. Das 
CO, und zwar sowohl das aus dem Blut in Freiheit gesetzte wie das eingeatmete 
Gas, wird in dem auf S. 642 beschriebenen Verbrennungsapparat analysiert. 
Beispiel: Einem Manne von 65 ky wurden in 6'/, Minuten 183°2 cm3 
CO bei 177° und 756 mm Barometerstand zugeführt, d. i. 1672 em? CO 
bei 0° und 760 mm (vel. Tab. B, S.590). Nachdem noch 9 Minuten lang 
aus dem Sack geatmet war, wurde die Blutprobe entnommen. Drei Ana- 
Iysen derselben lieferten im Mittel 4737°/, CO im Blut. In der Atemluft 
hatte sich gefunden (Restluft) 0:027°/, CO. Nimmt man das Volumen der 
Atemwege zu 42, so sind darin 1'08 em3 CO. In den Körpersäften sind 
unabsorbiert geblieben zirka 0'3 cm3. Es sind also 1672—1'38 = 165°8 em? 
CO vom Blutfarbstoff gebunden worden. Die Blutmenge beträgt x: 100 wie 
165°8:4737 = 3500 cm? — 3693 g oder 1:17°6 des Körpergewichts. 


3. Bestimmung der pro Zeiteinheit umlaufenden Blutmenge. 


a) Messung des Auswurfsvolumens des Herzens. 


Es muß bei der Methode von Zuntz und Plesch immer reines Kohlen- 
oxyd geatmet werden. Leuchtgas gibt ganz falsche Werte, da es noch andere 
absorbierbare, brennbare Gase enthält. Der im Körper bleibende, nicht absor- 
bierte Kohlenoxydrest ist sehr gering, ebenso die von den anderen Körper- 
flüssigkeiten absorbierten Mengen. In Summa wird dieser Fehler etwa 3 cm® 
betragen. Erhebliche Fehler bemerkten die Autoren nur, wenn das Indi- 
viduum in den letzten Stunden vor dem Versuch sich in stark durch Leucht- 
gas verunreinigter Luft aufgehalten oder stark geraucht hatte. Dann 
wachsen die im Blut stets vorhandenen Spuren von CO sehr erheblich an. 

Eine zweite, leider noch zu wenig erprobte Methode ist von Zuntz!) 
angegeben, von A. Loewy?) bei fünf®) und in letzter Zeit von Mohr?) bei sechs 
Hunden verwendet worden. 


2) N. Zuntz, Eine neue Methode zur Messung der zirkulierenden Blutmenge und 
der Arbeit des Herzens. Pflügers Arch. Bd. 55. S. 521 (1894). 

2) A. Loewy, Untersuchungen über Respiration und Zirkulation. Berlin 1895. Verlag 
A. Hirschwald. S. 108. 

8) L. Mohr, Über regulierende und kompensierende Vorgänge im Stoffwechsel des 
Anämischen. Zeitschr. f. exp. Pathol. 8d. 2. S. 458 (1906). 
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Sie beruht auf folgendem Gedankengang und ist gleichzeitig eine 
Methode zur Bestimmung des Auswurfsvolumens des Herzens: Der Druck in 
der Aorta wird bestimmt durch die Summe der mit der wechselnden Inner- 
vierung der Gefäßmuskeln variierenden Widerstände und durch die Blut- 
menge, welche das Herz in der Zeiteinheit in der Aorta einpreßt. Wenn 
die Tätigkeit des Herzens plötzlich aufhört, kann man den Blutdruck da- 
durch auf seiner normalen Höhe erhalten, daß man auf irgend einem Wege 
der Aorta ebensoviel Blut zuführt, wie sie vorher vom Herzen erhielt. Man 
wird also die vom Herzen gelieferte Blutmenge durch diejenige messen 
können, welche man nach seiner Stillstellung in die Aorta injizieren 
muß, damit die manometrisch gemessene Spannung auf ihrer vorigen 
Höhe bleibt. 

Versuchsanordnung : Der Blutdruck wird durch ein mit der Schenkel- 
arterie des Versuchstieres unterhalb des Abganges der Arteria profunda 
femoris verbundenes Quecksilbermanometer angezeigt. In den freien Schenkel 
dieses Manometers ist ein Platindraht eingeführt, welcher mit einem Elektro- 
magneten in Verbindung steht und in jeder beliebigen Tiefe fixiert werden 
kann. Unmittelbar vor Ausführung des messenden Versuchs stellt man ihn so, 
dab er bei dem gerade herrschenden mittleren Blutdruck mit der Kuppe des 
Quecksilbers in Kontakt tritt. Infolgedessen findet, so lange die normale 
Herzarbeit fortdauert, beim Steigen des Pulses Kontakt und Stromschluß, 
beim Sinken Stromunterbrechung statt. Der Platindraht und die Queck- 
silbersäule gehören einem von drei kräftigen Bunsenelementen gespeisten 
Stromkreis mit starkem Elektromagnet an. Der Anker desselben ist mit 
einem Hebel verbunden, welcher einen Gummischlauch zudrückt, sobald er 
angezogen wird und dessen Lumen freigibt, wenn er von dem Magneten 
losgelassen wird. Der Schlauch führt zu einer mit Blut oder Kochsalzlösung 
gefüllten, auf Körpertemperatur erwärmten Bürette und auf kürzestem 
Wege mittelst einer möglichst weiten Kanüle in das zentrale Ende der 
Carotis des Versuchstieres. Die Bürette ist oben geschlossen und mit 
einem komprimierten Sauerstoff unter einem Überdruck von 300 mm Queck- 
silber enthaltenden Gefäß verbunden. Es wird daher, wenn die Leitung 
zwischen Bürette und Arterie geöffnet ist, Blut mit großer Kraft in die 
Aorta des Tieres eingepreßt. Man erzeugt nun in bekannter Weise durch 
Vagusreizung am Halse vorübergehenden Stillstand des Herzens. Der Blut- 
druck sinkt. In dem Moment des Sinkens beginnt man mit dem Ein- 
strömenlassen des Blutes oder der Kochsalzlösung. Sobald das steigende 
(Quecksilber im Manometer den zuvor herrschenden Mitteldruck, auf 
den der Kontakt eingestellt ist, übersteigt, wird der Blutzufluß elektro- 
magnetisch gesperrt, so lange bis der Druck wieder unter diesem Stand 
sinkt. Nach 5—15 Sekunden rhythmischen Einströmens wird der Ver- 
such durch Unterbrechung der Reizung und Absperren der Bürette unter- 
brochen. 
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Beispiele (siehe Mohr, |. e.): 


Gewicht des Infandi Dauer des Zirkulierende Blut- 
Versuchs-Nr. Hundes ö >> u Einströmens menge pro kg und 
kg a Sekunden Minute cm?’ 
33 5 
34 1) 
1 —_ E 633 
35 4 
36 4 
45 5 
2 9 625 7 63°5 
485 B) 
50 5) 
3 41), 46 41), 1252 
7 n3/ 
47 5°, 
70 fi 
4 14%, 25 . 0 
la 99 9 40:9 
36 4 
375 31 /, 
5 81), 54 7 50:8 
? mil 
51 ja 
43 3/, 
=; = 
19 7. Eee 
6 132 Ar 522 
118 10°), 
62 5 


Nach Tigerstedt kann auch die in der Aorta pro Minute und Kilo- 
gramm Tier zirkulierende Menge mit einer Stromuhr gemessen werden, 
auf die in diesem Zusammenhang ebenso wenig wie auf die Messung mit 
der Hürthleschen Stromuhr eingegangen werden kann. 


b) Bestimmung der pro Zeiteinheit zirkulierenden Blutmenge 
aus dem Sauerstoffverbrauch. 


Grehant und Quinguaud ') haben zuerst durch Kombination eines 
Respirationsversuches mit ‚der Messung der Blutgase im arteriellen und 
venösen Blut am Hunde die zirkulierende Blutmenge bestimmt. Ihnen 
folgten Zuntz und Hagemann?) mit Versuchen am Pferde, A. Loewy und 
v. Schrötter am Menschen. 

Nehmen wir an, 100 cm® Blut verlieren beim Passieren der Kapillaren 
acm® Sauerstoff, der O,-Verbrauch pro Minute sei A, so muß eine dem 


1) Grehant und Quinquaud, ©. R. Soc. biol. 1886. Nr. 12. S. 159. 

2) N. Zuntz und O. Hagemann, Der Stoffwechsel des Pferdes. Landwirtsch. Jhrb. 
Bd. 27. Suppl. III (1898). — A. Loewy und H. v. Schrötter, Untersuchungen über die 
Blutzirkulation beim Menschen. Zeitschr. f. exp. Pathol. Bd.1. S. 197 (1905). 


764 Franz Müller. Die Bestimmung der Blutmenge. 


Verhältnis A:a entsprechende Blutmenge x die Kapillaren pro Minute 


passieren: 
Ax 100 
x —, 


a 


Bei dieser Überlegung ist allerdings vorausgesetzt, daß sich nicht 
in der Lunge selbst Oxydationsprozesse in größerem Umfange vollziehen, 
was Bohr annimmt. Ebenso bestreitet Bohr, daß verschiedene Individuen 
der gleichen Tierart die gleichen Beziehungen zwischen Gasspannung und 
Gasgehalt des Blutes zeigen, daß man die Dissoziationskurve für verschie- 
dene Individuen verwerten dürfe. Diese Schwierigkeit ist leicht durch Ver- 
wendung der neuen Barceroftschen Ferrieyanid-Differentialmethoden zur 
Blutanalyse zu vermeiden: Bestimmt man in 1 cm’-Proben die Differenz des 
Sauerstoffgehalts im Arterien- und Venenblut und in anderen Proben mit 
beliebigen Gasmischungen die Dissoziationskurve des betreffenden Indivi- 
duums, so lassen sich bei Verwendung von etwa 10cm: Blut eine große 
Zahl von Analysen unschwer anstellen. 


Stoffwechselendprodukte. 


A. Nachweis und Bestimmung der Eiweibabbau- 
produkte im Harn und in den Faeces. 


Von Peter Rona, Berlin. 


Ammoniak. 


Nachweis. Man läßt aus dem mit Kalkmilch versetzten Harı (ca. 25 cm’) das 
Ammoniak im Schlösingschen Apparat in ca.5 cm” mit Salzsäure angesäuertes Wasser 
absorbieren; nach 24 Stunden stellt man in diesem die üblichen Reaktionen (z. B. mit 
dem Nesslerschen Reagens') auf Ammoniak an. Oder man verschließt mit Kalkmilch 
versetzten Harn in einem Kolben oder im Reagenzglas mit einem Stopfen, an dem 
feuchtes Lackmuspapier oder feuchtes Cureumapapier befestigt ist. Blaufärbung bzw. 
Braunfärbung des Papiers zeigt das Ammoniak an. Wird ein mit verdünnter Salzsäure 
befeuchteter Glasstab über die Öffnung des Kolbens gehalten, so entwickeln sich am 
Glasstabe weiße Nebel von Chlorammonium. 


Quantitative Bestimmung des (präformierten) Ammoniaks 
im Harn. 


Methode von Folin. 


Das Prinzip der Ammoniakbestimmung nach Folin?) beruht darauf, 
dal das freigesetzte Ammoniak bei Zimmertemperatur oder in der Kälte 
durch einen starken Luftstrom ausgetrieben wird. 


1) Ammonsalze geben mit dem Nesslerschen Reagens (alkalische Quecksilberjodid- 
jodkaliumlösung) rötlichgelben bis rötlichbraunen Niederschlag von Merkuriammonium- 
jodid. Das Nesslersche Reagens wird so dargestellt, daß man 50 9 Jodkalium in 50 cm? 
heißem destilliertem Wasser löst und die Lösung mit einer heißen konzentrierten Queck- 
silberchloridlösung versetzt, bis der entstehende rote Niederschlag sich nicht wieder 
völlig löst. Nach dem Filtrieren fügt man 150 cm? Kalihydrat in 300 cm® Wasser hinzu, 
füllt auf 127 auf, fügt noch etwa 5 cm? Quecksilberchloridlösung hinzu und dekantiert 
nach Absetzen des Niederschlages. Vgl. auch Fr. Tretzel, Ein empfindliches Ammoniak- 
reagens. Pharmaz. Ztg. Bd. 54. 5.568 (1909). 

®) 0. Folin, Eine neue Methode zur Bestimmung des Ammoniaks im Harn und 
anderen tierischen Flüssigkeiten. Zeitschr. f. physiolog. Chemie. Bd. 37. S. 161 (1902). 
— Vgl. auch Ph. Schaffer, On the quantitativ determination of ammonia in urine. Amer. 
Journ. of Physiol. Vol. 8. p. 330 (1903). — Vgl. ferner Frenkel, Die Bestimmung kleiner 
Mengen Ammoniak in Gegenwart von Harnstoff. Bull. Soc. Chim. Paris. [3.] T. 35. 
p- 250 (1906); Chem. Zentralbl. Bd. 77. I. S. 1631 (1906). 
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Die Ausführung geschieht folgendermaßen: 

25 cm3 frischen Harn!) mißt man in einem Areometerzylinder von etwa 
45 cm Höhe und 5 cm Durchmesser (der Zylinder kann auch kleiner sein), 
sodann fügt man 8—10 g Chlornatrium und um das Schäumen zu verhindern 
5—10 em? Petroleum, Toluol oder Methylalkohol, auch Paraffinum liquidum 2), 
zuletzt etwa 19 getrocknetes Natriumkarbonat dem Harne zu. Ein starker 
Luftstrom wird nun durch den Harn geleitet, bis alles Ammoniak ausge- 
trieben ist, was bei 20—25° unter Anwendung von 600-700 7 Luft pro 
Stunde eine bis anderthalb Stunde in Anspruch nimmt. Verfügt man nicht 
über eine so wirksame Luftpumpe oder verwendet man größere Harn- 
mengen, so dauert die Übertreibung natürlich ent- 
sprechend länger. K. O. Klercker läßt den Luft- 
strom zuerst durch Schwefelsäure passieren, um 
ihn völlig ammoniakfrei zu machen. Die aus dem 
Harn ausströmende, ammoniakenthaltende Luft 
geht zuerst durch einen Baumwollpfropf, um etwa 
mitgerissenes Alkali zurückzuhalten und wird dann 
durch zwei !/,, Normalsäure enthaltende Vorlagen 
geleitet. Vorteilhaft ist das von Folin angegebene 
Absorptionsgefäß (Fig. 259), das erlaubt, alles 
Alkali in einer Vorlage (wenigstens bis zu 40 cm? 
'/o n-NH,) aufzufangen. 

Aist ein Glasrohr von S mm Durchmesser, 
das bei a in eine kleine Kugel ausgeblasen ist, in 
welche mittelst eines erhitzten Platindrahtes 5 oder 
6 kleine Öffnungen (von etwa 1 mm Durchmesser) 
gestoßen werden. ce ist ein Gummistopfen, der in 
die zweite Röhre B paßt. B ist ein etwa TDcm 
vom oberen Ende abgeschnittenes Reagenzglas 
(von 25 cm Durchmesser), in welchem sich bei 5 
etwa 6—-7 Öffnungen in einer Entfernung von 3 cm 
vom oberen Ende des Reagenzglases befinden, von 
derselben Größe oder besser etwas größer, als die Öffnungen bei A. Wenn 
die Röhren A und B durch Gummistopfen C zusammengefügt und in die 
Vorlage eingetaucht sind, so kommt die Ammoniak enthaltende Luft zuerst 
bei « und später auch bei d mit der Säure der Vorlage in Berührung. ®) 
Als Indikator empfiehlt Folin Alizarinrot. (2 Tropfen einer 1°/,igen Lösung 
auf 200-500 em Flüssigkeit.) Man titriert bis zur Rotfärbung. Mäßige 


Fig. 259. 


!) Über Konservierung des Harnes vgl. Bd. I, S. 351; ferner die Arbeit von F. V. 
Gill und H. S. Grindley, The preservation of urine by thymol and refrigeration. Journ. 
Amer. chem. Soc. Vol. 31. p. 695 (1909). 

?) K. O.af Klercker, Kreatin und Kreatinin im Stoffwechsel. Biochem. Zeitschr. 
Bd. 3. S. 45, 55 (1907). 

3) Vgl. auch R.O. Davis, The determination of ammoniae without a condensor. 
Journ. Amer. chem. Soc. Vol.31. 5.556 (1909). 
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Mengen Kohlensäure, Ammonsalze, Methylalkohol, Toluol stören die Titration 
nicht. 1 cm® !/,,n-Säure entsprechen 0001705 g NH,;. 

Oder man verschließt den Zylinder mit einem doppeltdurchbohrten 
Stopfen, in dessen einer Bohrung sich ein bis tief in die Harnflüssig- 
keit reichendes Glasrohr, rechtwinkelig gebogen, befindet, in der anderen 
Bohrung ein ebensolches Rohr, das nur einige Zentimeter unter dem Stopfen 
in den Zylinder reicht. Der äußere Teil dieses Rohres wird mit einem 
U-Röhrchen, mit loser Watte oder CaCl, gefüllt, und dieses wieder mit zwei 
je 20—40 em® \/,, Normalsäure und etwas Wasser enthaltenden Erlenmeyer- 
kolben verbunden.!) 

Das Verfahren kann bei eiweißhaltigen Harnen direkt angewendet 
werden. 

Bei der Anwendung dieser Methode zur Bestimmung des Ammoniaks 
im Blut werden 50 em® (ganz frisches) Blut in den in Eis gepackten 
Zylinder gefüllt, mit 169 Kochsalz und zur Verminderung des Schäumens 
mit 25 cm® Methylalkohol versetzt, zuletzt 29 getrocknetes oder 5 kri- 
stallisiertes Natriumkarbonat hinzugefügt. Nach den ersten zwei Stunden 
ist es notwendig, noch etwa 25 cm3 Methylalkohol der Blutprobe hinzuzu- 
fügen. Die Luftdurchleitung dauert 5 Stunden. Hier ist es zweckmäßig, 
die in der Vorlage zurückgehaltene Kohlensäure zu entfernen, u. zw. in 
der Weise, dab die Vorlage während der letzten 15 Minuten des Durch- 
leitens von Luft in erwärmtes Wasser (von 30°) eingetaucht wird. Die 
störenden Mengen Kohlensäure werden dann von dem Luftstrom vollständig 
entfernt.) 


Methode von Krüger-Reich, modifiziert von Schittenhelm.°) 


Diese Methode verbindet die Vorteile der zuerst von Boussingault 
und Wurster empfohlenen Vakuumdestillation mit der der Zugabe von Na- 
triumkarbonat und Kochsalz zu der zu untersuchenden Flüssigkeit. 

Ausführung: 25—-50 cm®Harn (bzw. ammoniakhaltige Flüssigkeit; bei 
fester Konsistenz wird die Substanz mit /,—1°/,iger Salzsäure gut verrieben 
und auf ein bestimmtes Volumen aufgefüllt) werden im Destillationskolben 
mit ca. 109 Kochsalz versetzt, dann soviel trockenes Natriumkarbonat hinzuge- 
fügt, bis deutlich alkalische Reaktion vorhanden ist. (Meist genügt 19.) Hierauf 


!) Dieser Anordnung bedient sich Spaeth, Chemische und mikroskopische Unter- 
suchungen des Harnes. Leipzig 1908. 8.71. 

2) Über die Anwendung der Methode bei Gegenwart von Magnesium- und Caleium- 
salzen; vgl. Steel und Gies, Journ. of Biol. Chem. Vol. 5. p. 71 (1909) und Ph. A. Kober, 
Journ. Amer. chem. Soc. Vol. 30. p. 1279 (1908). — Über eine Modifikation der Folin- 
schen Methode vgl. Ph. A. Kober, Journ. Amer. chem. Soc. Vol. 30. p. 1131 (1908). 

3) M. Krüger und O. Reich, Zur Methodik der Bestimmung des Ammoniaks im 
Harne. Zeitschr. f. physiol. Chem. Bd. 39. S. 165 (1903). — 4. Schittenhelm, Zur Methodik 
der Ammoniakbestimmung. Zeitschr. f. physiol. Chem. Bd. 39. S. 73 (1903). — Doussin- 
gault, Journ. f. prakt. Chem. Bd. 51. S. 281 (1850); Ann. chim. phys. T. 29. p. 479. — 
C. Wurster, Ammoniakbestimmung im Speichel und Harn. Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 
Bd. 22. S. 1889 (1903); Zentralbl. f. Physiologie. Bd. 1. S. 485 (1887). 
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wird der Kolben ins Wasserbad gesetzt und mit der als Vorlage dienenden in 
Eiswasser ruhenden Peligotröhre verbunden. Die Peligotröhre (zwei aufrecht- 
stehende, 4—4!/, cm weite, 25-30 cm hohe Glasröhren, die durch eine 
horizontal laufende, etwas engere Röhre, die in der Mitte eine kugelförmige 
Auftreibung hat, verbunden sind; sie hat einen Inhalt von ca. 340 em?) 
wird vorher mit 10—30 em? 1/,,n-Schwefelsäure und einigen Tropfen Rosol- 
säure und Wasser beschickt, bis die Querverbindung vollkommen angefüllt 
ist. Der zweite Schenkel der Peligotröhre wird der Wasserpumpe ange- 
schlossen und sofort so gut wie möglich evakuiert. Sobald das Vakuum 
den höchsten Grad erreicht hat, werden durch den am Kolben angebrachten 
Quetschhahn ca. 20 cm? Alkohol zugegeben und nun das Wasserbad auf 
eine Temperatur von 43° gebracht. In der Folge werden von 10 zu 10 Min. 
15—20 em3 Alkohol zugegeben, eventuell auch noch 10—15 cm? Wasser, 


Qurmrischlauch 


Wasserstrahl: 
eu mpte 


Schlauchstück 


Fig. 260. 


falls die Flüssigkeit zu rasch verdampft. Zum Schluß werden zur Verjagung 
der Wassertropfen in der Überleitungsröhre noch 10 cm Alkohol zugegeben. 
Unter einem Druck von 30—40 mm Quecksilber ist die Bestimmung 17 Mi- 
nuten nach Beginn des lebhaften Siedens gerechnet, zu Ende geführt. Es wird 
nun durch einen Quetschhahn die Wasserstrahlpumpe von der Peligotröhre 
abgeschlossen und darauf durch vorsichtiges Öffnen des am Kolben ange- 
brachten Quetschhahnes die Luft langsam zum Einströmen gebracht. Die 
Temperatur des Wasserbades soll nicht 50° übersteigen und ist am besten 
dauernd auf 43—44° zu halten. 

Die Anordnung der Apparatur zeigt Figur 260. 

An Stelle der Peligotröhre kann man auch mit Vorteil zwei Vor- 
lagen anwenden. Es ist auch praktisch, in der einen Bohrung des Gummi- 
stopfens am Destillationskolben einen Scheidetrichter anzubringen, durch 
welchen der Zufluß des Alkohols bequem durchgeführt werden kann. 
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Bei eiweißhaltigen Harnen sind diese vorher zu enteiweißen, wenn man nicht 
Natriumchlorid und Soda, sondern wie im ursprünglichen Verfahren von Krüger-Reich 
Kalkmilch verwendet. Salkowski verfährt hierbei so, daß er 100 cm® eiweißhaltigen Harn 
mit 209 gepulvertem Kochsalz und darauf mit dem doppelten Volumen einer Mischung 
von 7 Volumen gesättigter Kochsalzlösung und 1 Volumen 30°/,iger Essigsäure versetzt, 
wiederholt stark schüttelt und nach 15—20 Minuten abfiltriert. Besser ist es nach Krüger 
und Reich, zu 100 cm® Harn 1 4 gepulverte Zitronensäure und 0'5 4 Pikrinsäure hinzu- 
zufügen, kurze Zeit umzuschütteln, bis der Niederschlag sich in Flocken absetzt, und so- 
fort durch ein Faltenfilter zu filtrieren. Zur Bindung der Zitronen- und der Pikrinsäure 
ist statt Kalkmilch 059 Ätzbaryt zu verwenden. 


Schaffer benutzt folgende Anordnung: 

Zu 50 cm? Harn in A werden 15—20g CINa und ca. 50 cm® Methyl- 
alkohol gefügt. In der Flasche 3 sind 25 oder 50 em® !/,.n-Säure, in B’ 
10 .cm® !/,,n-Säure, in beiden Fällen mit wenig Wasser verdünnt. Wenn 
der Apparat zusammengesetzt ist, fügt man etwa 19 trockenes Na, 00, 
zu der Flüssigkeit in A, schließt und beginnt zu saugen (Fig. 261). 

Die Vakuumdestillationsmethode läßt sich auch gut für die Ammoniak- 
bestimmung in tierischen Geweben anwenden. Grafe!) wendet auf ca. 50g 
Organsubstanz (auf 0'1g genau 
abgewogen) 100 cm? kaltgesät- 
tigte Kochsalzlösung und 50 em? 
Alkohol, 100 cm? ammoniakfreies 
destilliertes Wasser an; zuletzt 
werden 50 cm? kaltgesättigte 
Sodalösung zugefügt. Die Tem- 
peratur des Wasserbades beträgt 
höchstens 37— 38°. Die Peligot- a 
röhre ist 26cm hoch und faßbt 
ungefähr 450 cm® Flüssigkeit; ihre der Wasserstrahlpumpe zugekehrte 
Hälfte ist erhöht. (Indikator: Lackmoid-Malachitgrün.) Bei 20 mm Hg beginnt 
schen nach einer Viertelstunde bei 25—28° Wasserbadtemperatur der Kolben- 
inhalt zu sieden. Es ist ratsam, in den ersten 3 Stunden nicht viel über 
diese Temperatur hinauszugehen. Nach 3 Stunden ist die Temperatur auf 
36—37° zu steigern. Nach 6—7 Stunden, vom Beginn des Siedens ge- 
rechnet, ist die NH,-Austreibung beendet. Zur Verhinderung des Schäu- 
mens eiweißhaltiger Flüssigkeiten bei der Vakuumdestillation ist es oft vor- 
teilhaft, die zu untersuchende Flüssigkeit durch einen Tropftrichter nur 
tropfenweise in den evakuierten Kolben einfließen zu lassen. Die entstehenden 
Blasen zerschellen sofort an der Luft. 

Vielfach verwandt wird auch die von Nencki und Zaleski?) gebrauchte 
ältere Anordnung zur Bestimmung des Ammoniaks im Blute und 
in den Geweben, die ebenfalls auf dem Prinzipe der Vakuumdestillation 


ı) E.Grafe, Methodisches zur Ammoniakbestimmung in tierischen Geweben. 
Zeitschr. f. physiol. Chem. Bd. 48. S. 300 (1906). 

2) M.Nencki und J. Zaleski, Über die Bestimmung des Ammoniaks in tierischen 
Flüssigkeiten und Geweben. Zeitschr. f. physiol. Chem. Bd. 33. S. 193 (1901). 
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beruht. Zur Destillation dient ein konisches (siehe Fig. 262) dickwandiges 
Gefäß von 1’5—27/ Inhalt, das von 50350 cm? mit einer Graduierung 
versehen ist; die obere und untere Öffnung desselben haben 4 cm Durch- 
messer (die untere Öffnung dient nur der leichteren Reinigung des Ge- 
fäßes). Das Gefäß B von ca. 17 mm Durchmesser und ca. 42 cm Länge ist 
der Rezipient für die titrierte Schwefelsäure; C ist eine Waschflasche, 
L ein Liebigscher Kühler. Für die Bestimmung nimmt man vom Blut 
oder von serösen Flüssigkeiten 100 cm®, vom Harn 20—30 cm®, von den 
Geweben 40—50 g. Den Harn verdünnt man mit dem 3—5fachen Volumen 
Wasser. Das zu untersuchende Gewebe mul) mit gereinigtem Seesand mög- 


Fig. 262. 


lichst fein zerrieben und mit etwa 200 cm® Wasser in dünnbreiige Emulsion 
überführt werden. 

Die Bestimmung wird so ausgeführt, daß nach vorherigem Evakuieren 
des ganzen Apparates der Hahn a geschlossen, der Hahn b anfangs halb 
— um einem Übersteigen von Blasen vorzubeugen —, später ganz geöffnet 
wird. Außer der Wasserkühlung im Kühler kühlt man auch vorteilhaft das 
(refäß # mit Schnee oder kaltem Wasser. Ist der Druck von 15—10 mm 
erreicht, so schließt man den Hahn 5 und läßt durch den Scheidetrichter D 
50 cem® Magnesiaemulsion zu. Dann öffnet man den Hahn 5 wieder und 
beginnt, nachdem die Gasentwicklung nachgelassen hat, mit dem Erwärmen 
des Wasserbades. Die Temperatur soll namentlich bei Destillation von Blut 
sehr langsam (2—4 Stunden bis 35°) gesteigert werden und soll während der 


1 
u 
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ganzen Zeit des Destillierens 35—37° betragen. Sind etwa °/, der Flüssigkeit 
überdestilliert (in ca. 5—6 Stunden), so ist die Destillation beendigt. Zu- 
nächst wird die Kautschukverbindung zwischen C und ZL mittelst Klemm- 
schraube wie auch der Hahn 5 geschlossen und durch a Luft in A einge- 
lassen; dann wird die Kautschukverbindung zwischen g und e gelöst und 
durch vorsichtiges Öffnen des Hahnes 5 die Luft in 3 und © eingelassen. 
Der Inhalt von 3 und € wird in ein Becherglas gegossen, mit Wasser 
nachgespült und mit '/,, Normallauge unter Benutzung von Lackmoid- 
Malachitgrün als Indikator zurücktitriert. 

A. Steyrer‘) hat die Methode von Nencki folgendermaßen modifiziert: 
30-30 em3 Urin (je nach der Konzentration desselben) werden in den Kolben A 
gebracht (Fig. 263). Bis zum Boden desselben reicht ein am unteren Ende ausge- 
zogenes Glasrohr €, das mittelst eines Druckschlauches mit einer Schwefel- 


Fig. 263. 


säureflasche verbunden ist. Ein Hahn R dient zur Regulierung des durch- 
saugenden Luftstromes. Durch einen luftdicht eingepaßten Tropftrichter 7 
wird Kalkmilch (besser Magnesiaemulsion) zufließen gelassen. Die Vorlage 5, 
die einen Überschuß von !/, n-Säure enthält, wird gut gekühlt. Das Rohr # 
reicht bis an den Boden der Vorlage; bei D stößt es mit ausgeschliffenen 
Rändern an das Ableitungsrohr von A und ist dort mittelst Schlauch gut 
gedichtet. Die Kugel 5 wie die Woulffsche Flasche dienen dazu, einem 
etwaigen Verlust an Säure vorzubeugen. Das Endstück F wird mit einer 
stark saugenden Wasserstrahlpumpe in Verbindung gebracht. Der Apparat 
wird so in Gang gesetzt, daß zuerst 50 cm? Magnesiaemulsion zu dem 
in A befindlichen Urin zufließen gelassen werden, der Hahn bei 7’ wird 
sofort geschlossen und die Wasserstrahlpumpe in Gang gesetzt. Das Vakuum 


') A. Steyrer, Über osmotische Analyse des Harnes. Hofmeisters Beiträge. Bd. 2. 
$. 314 (1902). 
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beträgt 18—25 mm Hg. Der Kolben A wird in ein Wasserbad von ca. 36° 
gesenkt. Bei dieser Anordnung ist nach einer Stunde alles NH, überdestil- 
liert. Bei eiweißhaltigen Harnen empfiehlt es sich, der Magnesiaemulsion 
etwas Alkohol zuzusetzen, wodurch das Schäumen der Flüssigkeit hintan- 
gehalten wird. 

Nicht so genau wie die vorher beschriebenen Methoden, infolge ihrer 
Einfachheit namentlich bei klinischen Untersuchungen gut brauchbar ist 
die Ammoniakbestimmungsmethode von Schlösing.!) 

Das Prinzip der Methode ist, daß in einem geschlossenen Raume das 
aus der Flüssigkeit ausgetriebene Ammoniak von Schwefelsäure von bekanntem 
Gehalt aufgenommen wird. Unter einer Glasglocke (Fig. 264), die auf einer matt- 
geschliffenen Glasplatte mit Fett luftdicht angesetzt ist, befindet sich eine 
Schale mit 20 em3 !/,, n-H, SO, ; darüber auf 
einem Glasdreieck eine zweite Schale mit 20 em? 
des filtrierten, enteiweißten Harnes, dem einige 
Kristalle Thymol zugesetzt werden. Unmittel- 
bar bevor man die Schalen mit der Glasglocke 
bedeckt, fügt man 20 cm® Kalkmilch (1 Gew.- 
Teil Caleiumhydrat mit 12 Gew.-Teil Wasser 
durchgeschüttelt) dem Harne zu. Nach 3 bis 
4 Tagen titriertt man die unverbrauchte 
Schwefelsäure mit ?!/,, Normallauge zurück 
(Rosolsäure oder Lackmus- oder Cochenille- 
tinktur als Indikator). Ein eventueller Wand- 
beschlag ist abzuspülen und mitzutitrieren. 
1 cm3 !/,, n-H; SO, entsprechen 1'703 mg NH;. 

Tal. Die Zeit, die nötig ist zur Abgabe (und zur 
Absorption) des Ammoniaks, hängt von der 
Tiefe der Flüssigkeit ab. Diese soll nach den Untersuchungen von Schaffer 
2 mm nicht übersteigen; bei Anwendung von 25 cm3 Flüssigkeit wäre eine 
flache Dose von 12 em Diameter anzuwenden. Brauchbare Resultate erhält 
man nach Schaffer, wenn man in folgender Weise verfährt: Zu dem filtrierten 
Urin wird Natriumkarbonat (zu 25 em® ca. 0'5 9) und Kochsalz in Über- 
schuß (und einige Tropfen Chloroform oder Phenol oder F Na 2) [5°/0]) 
hinzugefügt; der Urin befindet sich in einer flachen Dose von 15—17 em 
Diameter. Bei 20° ist die Austreibung des Ammoniaks in 3—4 Tagen 
fast beendet, bei 38° bereits in 48 Stunden. Bei längerem Stehen bei 
dieser Temperatur ist die Zersetzung jedoch beträchtlich. 


!) Schlösing, Ann. chim. phys. T. 31. S. 153 (1851); Journ. f. prakt. Chemie. Jg. 1851. 
S. 372. — Hallervorden, Über das Verhalten des Ammoniaks im Organismus und seine 
Beziehungen zur Harnstoffbildung. Arch. f. exper. Pathol. Bd. 10. 8.124 (1878). — 
K. Bohland, Die Harnstoffanalyse von Bunsen mit Berücksichtigung der N-haltigen Ex- 
traktivstoffe und der Ammoniaksalze im Harn des gesunden und fiebernden Menschen. 
Pflügers Arch. Bd. 43. S. 30 (1891). 


?®) M. Dehon, Sur la technique de la determination du coeffieient - azoturique. 
Journ. de Physiologie. T. 7. p. 497 (1905). 
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Bohland hat das Verfahren insofern modifiziert, dal) er die Bestimmung 
in einem Vakuumexsikkator ausführt. Die Einführung der Kalkmilch erfolgt 
hier durch eine bis an den Boden des Exsikkators reichende, in den Harn 
tauchende Röhre mit Glashahn und Kugeltrichter. 

Verwendung eiweißhaltigen Harnes ist wegen der leichten Zersetz- 
barkeit desselben nicht zulässig. Man entfernt das Eiweiß entweder nach 
Salkowski‘), oder man kocht den mit 10—15 cm? gesättigter Kochsalz- 
lösung versetzten und schwach mit Essigsäure angesäuerten Harn. Fügt 
man statt Kalkmilch nach Schaffer dem Harn ca. 10 9 Natriumchlorid und 
05 g Soda zu, so ist die vorherige Entfernung von Eiweiß, unnötig. Eine 
gewisse Vereinfachung der Schlösingschen Methode bei Ausführung der 
NH,-Bestimmungen bringt nach Durig?) die Anwendung von Paraffinöl 
als Sperrflüssigkeit. Über gleichzeitige Bestimmung des Ammoniaks und 
des Harnstoffes nach Spiro®) siehe unten. 


Ammoniakbestimmung nach Ronchese- Malfatti.*) 


Die Bestimmung beruht auf folgendem Prinzip. Wird eine neutrale 
Lösung eines Ammoniumsalzes durch Zusatz von Phenolphtalein und 
einigen Tropfen ?/,, n-Lauge rötlich gefärbt, so verblaßt diese Färbung sofort 
auf Zusatz einer genügenden Menge ebenfalls gegen Phenolphtalein neu- 
tralisierten Formalins infolge Bildung von Hexamethylentetramin, und man 
muß eine der vorhandenen Ammoniummenge entsprechende Menge von 
Lauge hinzufügen, damit wieder Rötung eintritt; nach der Formel: 
4NH,CI + 6CH,O + ANaOH = N,(CH,), + 10H,0 + 4Nadll. 

Für Harn wird die Methode nach Malfatti folgenderweise angewendet: 

10 em3 werden ungefähr auf das 5—6fache mit Wasser verdünnt und 
nach Zusatz stets gleicher Mengen von Phenolphtalein bis zu eben wahrnehm- 
barem Farbenumschlag mit !/,,n-Lauge titriert. Nach der so erfolgten 
Neutralisation fügt man 3 cm® käufliches, vorher gegen Phenolphtalein 
neutralisiertes Formalin hinzu und titriert, nachdem die Färbung ver- 
schwunden ist, weiter, bis der gleiche Farbenwechsel wie vorher eintritt. 
Die nach Formalinzusatz verbrauchte Laugenmenge ergibt unmittelbar das vor- 
handene Ammonium in Kubikzentimeter ?/,, n-Ammonium. War der Formalin- 
zusatz genügend, so bringt ein weiterer Kubikzentimeter keine Farbenänderung 


!) E. Salkowski, Über ein Verfahren zur völligen Abscheidung von Eiweiß obne 
Erhitzen. Zentralbl. f. med. Wiss. Bd. 18. S.689 (1880); vgl. W. Salomon, Virchows 
Arch. Bd. 97. S. 150 (1884). 

2) A. Durig, Kleine Mitteilungen zur biochemischen Versuchsmethodik. Biochem. 
Zeitschr. Bd. 4. S. 65 (1907). 

») K.Spiro, Zur Methodik der Ammoniak- und Harnstoffbestandteile im Harn. 
Hofmeisters Beiträge. Bd. 9. S. 481. 

#) H. Malfatti, Eine klinische Methode zur Bestimmung des Ammoniaks im 
Harn. Zeitschr. f. anal. Chem. Bd. 47. S. 273 (1908). — A. Ronchöse, Neues Verfahren 
zur Bestimmung des Ammoniaks. Journ. Pharm. et Chim. [6.] T.25. p. 611 (1907) und 
Bull. Soc. Chim. de France. [4.) T. 1. p. 900 (1907). 
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mehr hervor: andernfalls muß weiter titriert werden. War zu wenig Formalin 
zugesetzt worden, so erkennt man dies auch daran, daß die eben einge- 
tretene schwache Rötung sich sehr bald zu deutlichem Rot verstärkt, während, 
wenn die Reaktion tatsächlich beendet ist, der entstandene Farbenton sich 
kaum mehr verändert. Wendet man eine 0°07143 n-Lauge an, so entsprechen 
von dieser 1 em? einem Milligeramm N. Die Methode gibt, falls Aminosäuren 
anwesend sind, etwas zu hohe Werte (vgl. Abschnitt „Aminosäuren“) an. 


Harnstoff, CH,N; O0. 


Eigenschaften. 


Der Harnstoff ist leicht löslich in Wasser (1:1), in Alkohol (1:5), unlöslich in 
Äther, Chloroform. Schmilzt bei 132°. Bildet lange, vierseitige, wasserfreie Prismen 
oder Nadeln. Das salpetersaure und das oxalsaure Salz ist in Wasser sehr wenig löslich. 
Mit Salzen (Chlornatrium, Chlorammonium), vielen Säuren, Metalloxyden (wie Queck- 
silberoxyd) bildet er Verbindungen. Eine Lösung von Harnstoff gibt mit salpetersaurem 
Quecksilberoxyd einen weißen flockigen Niederschlag. 


Nachweis. 


1. Ein Tropfen der zu untersuchenden Flüssigkeit (vorher stark eingeengter Harn) 
wird auf dem Objektträger mit einem Tropfen Salpetersäure zusammengebracht. Es ent- 
stehen Kristalle von salpetersaurem Harnstoff: unter dem Mikroskop rhombische oder 
sechsseitige Täfelchen. 

2. Eine konzentrierte Harnstofflösung (Harn) wird mit gesättigter Oxalsäurelösung 
zusammengebracht; es scheidet sich oxalsaurer Harnstoff (prismatische Kristalle) aus. 

Aus der alkoholischen Lösung wird Harnstoff durch eine ätherische Lösung von 
Oxalsäure gefällt (vgl. hierzu Gottlieb, Lippich'). 

3. Harnstoff in einem Reagenzglas trocken geschmolzen, zersetzt sich unter Bildung 
von Biuret; es wird in wenig Wasser gelöst und mit der Lösung die Biuretreaktion 
angestellt (Rotfärbung mit Alkali- und Kupfersulfat). 

4A. Etwas Harnstoff wird mit einem Tropfen fast konzentrierter, frisch bereiteter 
Furfurollösung übergossen, gleich ein Tropfen Salzsäure von 1'10 spez. Gew. (20°/,) hin- 
zugefügt; es tritt rasch eine gelbe, grün, blau, violett werdende, schließlich purpur- 
violette Färbung auf. ”) 

Nach Huppert?) fügt man zu 2 cm? konzentrierter Furfurollösung 4—6 Tropfen 
konzentrierter Salzsäure hinzu und trägt in dieses Gemenge, das sich nicht rot färben 
darf, einen kleinen Harnstoffkristall ein. 

5, Versetzt man eine Lösung von Natriumnitrit mit einigen Tropfen Schwefel- 
säure bei Gegenwart von Harnstoff, so entwickeln sich farblose Gase (Stickstoff und 
Kohlensäure); bei Abwesenheit von Harnstoff entstehen hingegen gelbbraune Nitroso- 
dämpfe.*) 

Zur Darstellung des Harnstoffs aus dem Harn gibt Salkowski >) 
golgende Vorschrift. 6) 200— 300 em? Hundeharn oder das Doppelte 


!) Lippich, Über die Isolierung reinen Harnstoffs aus menschlichem Harn. Zeit- 
schrift f. physiol. Chem. Bd. 48. S. 160 (1906). 

2) Schiff, Eine Harnstoffreaktion. Ber. d. Deutsch. chem. Ges. Bd. 10. S. 773 (1877). 

3) Analyse des Harns. S. 296 (1898). 

4) Vgl. Thierfelder, Hoppe-Seylers Handbuch d.r phys. und pathol.-chemischen 
Analyse. 8. Aufl. S. 148 (1909). 

5) Praktikum d. phys. u. path. Chemie. 3. Aufl. Berlin 1906. S. 165. 

6, Über Nachweis und Bestimmung von Harnstoff in serösen Flüssigkeiten und 
Organextrakten vgl. auch Salkowskt, Arb.a. d. pathol. Inst. Berlin 1906. S. 581 (Hirschwald). 


“ 
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menschlichen Harnes werden mit Barytmischung (1 Volumen gesättigte 
Bariumnitratlösung, 2 Volumen Barytwasser) so lange gefällt, bis eine 
Probe des Filtrates mit Barytmischung keinen Niederschlag mehr gibt, 
von dem entstandenen Niederschlag wird abfiltriert, einmal nachgewaschen, 
das Filtrat zuerst auf freiem Feuer, dann auf dem Wasserbad zum 
Sirup eingedampft, mit etwa 150 cm® Alkohol gefällt, nach halbstündigem 
Stehen von dem Niederschlag abfiltriert, das Filtrat auf dem Wasserbad 
möglichst vollständig verdampft und nach dem Erkalten mit dem doppelten 
Volumen Salpetersäure oder etwas mehr durchgerührt. Der entstandene 
salpetersaure Harnstoff wird, am besten am nächsten Tage, abfiltriert, 
mit wenig kalter Salpetersäure gewaschen, auf einer Tonplatte getrocknet. 
Zur Überführung des salpetersauren Harnstoffs in Harnstoff wird der 
salpetersaure Harnstoff in einer Schale mit Wasser übergossen, dann in 
kleinen Portionen Bariumkarbonat hinzugefügt, gut umgerührt, erwärmt 
und so lange Bariumkarbonat zugesetzt, bis die Flüssigkeit nicht mehr 
sauer reagiert, filtriert und einmal nachgewaschen. Das meist gelblich ge- 
färbte Filtrat wird mit Tierkohle entfärbt, wieder filtriert, das Filtrat zur 
Trockne eingedampft, der Rückstand mit Alkohol ausgezogen, die alkoholische 
Lösung filtriert, eingedampft. Der Harnstoff kristallisiert aus und wird 
aus absolutem Alkohol umkristallisiert. 

Zur möglichst quantitativen Isolierung von sehr geringen 
Mengen von Harnstoff aus Blut, Galle, Milch oder aus Organen 
soll man nach Hoppe-Seyler folgenderweise verfahren.!) Die nötigenfalls 
bei mäßiger Wärme etwas eingeengte Flüssigkeit oder das zu unter- 
suchende, frische, schnell zerkleinerte Organ oder frisches Blut werden 
mit dem drei- bis vierfachen Volumen starken Alkohols gut gemischt und 
24 Stunden bei gewöhnlicher Temperatur stehen gelassen. Man filtriert, 
wäscht den Rückstand mehrmals mit Alkohol, engt die vereinigten Filtrate 
bei ca. 50° ein, säuert nach dem Erkalten mit Essigsäure stark an, fügt 
Chloroform hinzu, schüttelt gut und trennt im Scheidetrichter beide Flüssig- 
keiten. Die Chloroformlösung (die Lecithin, Seifen, Fette, Cholesterin auf- 
nimmt) wird mit Wasser gewaschen und die ‚Waschflüssigkeit mit der 
übrigen alkoholisch-wässerigen Lösung vereinigt. Die wässerig-alkoholische 
Lösung wird nun durch Abdampfen bei mäßiger Wärme von Alkohol befreit, 
mit Schwefelsäure nach dem Erkalten stark sauer gemacht und zur Ent- 
fernung von Pepton, Kreatinin ete. mit Phosphorwolframsäure gefällt, 
so lange ein Niederschlag entsteht. Den Niederschlag wäscht man einige Male 
mit schwefelsäurehaltigem Wasser, übersättigt die vereinigten Filtrate mit 
Barytwasser, entfernt den Überschuß durch Einleiten von CO,, filtriert 
dampft auf ein kleines Volumen bei mäßiger Wärme ein und scheidet den 
Harnstoff mit salpetersaurem Quecksilberoxyd ab; die Flüssigkeit wird bis 
zum Ende mit Barytwasser schwach sauer erhalten. Schließlich wird mit 
ein paar Tropfen Barytwasser fast neutralisiert (nicht alkalisch gemacht), 
der Niederschlag abfiltriert, einige Male mit wenig Wasser gewaschen, mit 


i) Genau nach Thierfelder, 1. e. 8. Aufl. 8. 651. 
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dem Filter in etwas Wasser zerteilt, mit Schwefelwasserstoff zerlegt. Das 
Filtrat vom Quecksilbersulfid, das außer vielleicht etwas salpetersaurem 
Baryt nur salpetersauren Harnstoff enthalten soll, wird zur Austreibung- 
des Schwefelwasserstoffs auf dem Wasserbade erwärmt, nach Zusatz von 
Bariumkarbonat bei mäßiger Wärme zur Trockne verdampft, der Rückstand 
mit absolutem Alkohol extrahiert und filtriert. Um eventuell in Lösung 
gegangene kleine Mengen von salpetersaurem Baryt zu entfernen, fügt man 
das gleiche Volumen Essigäther hinzu, filtriert und engt das Filtrat zur 
Trockne ein. Nach wiederholtem Lösen in Alkohol und Fällen mit Essig- 
äther ist der salpetersaure Baryt völlig entfernt, dann kristallisiert der 
Harnstoff beim Verdunsten aus. 

Etwas abweichend verfährt Gottlieb.) Sein Prinzip beruht darauf, 
daß der oxalsaure Harnstoff leicht löslich in Wasser, ziemlich leicht löslich 
in Alkohol, sehr wenig löslich in wasser- und alkoholfreiem Äther ist. 

Aus dem alkoholisch-ätherischen Filtrat läßt sich der Harnstoff bei 
Bearbeitung des Blutes sehr schön rein gewinnen, während der aus den 
Organen gewonnene meist nicht völlig von Beimengungen zu trennen ist. 
Um in diesem Falle die Menge des Harnstoffs zu ermitteln, wird der 
Harnstoff wie oben mit salpetersaurem (@uecksilberoxyd bei ganz schwach 
saurer heaktion gefällt; den gut ausgewaschenen Niederschlag zerlegt man 
mit H,S, entfernt letzteren durch Durchsaugen von Luft und die bei der 
Zerlegung des Niederschlages freigewordene HNO, durch Baryt, endlich den 
Barytüberschuß durch Einleiten von C0,. Das Filtrat wird eingedunstet, 
ein- oder mehrmals mit Alkohol aufgenommen und mit dem gleichen 
Volumen Essigäther versetzt, der aus dem alkoholischen Filtrat gewonnene, 
noch nicht ganz reine Harnstoff nochmals in Alkohol gelöst und mit etwas 
mehr als zur Fällung nötiger ätherischer Oxalsäurelösung versetzt, die 
Flüssigkeit verdunstet, der Rückstand auf dem Filter mit alkohol- und 
wasserfreiem Äther zur Entfernung der überschüssigen Oxalsäure aus- 
gewaschen, in Wasser gelöst und in der wässerigen Lösung die an Harn- 
stoff gebundene Oxalsäure durch Titration mit 1/,, n-Barytlösung bestimmt. 
1cm> \/,, n-Barytlösung entspricht 3 mg Harnstoff. Entsprechend der Löslich- 
keit des oxalsauren Harnstoffes im wasser- und alkoholfreien Äther ist 
für 10 cm® wasser- und alkoholfreien Waschäther 0'1 mg Harnstoff zu dem 
erhaltenen Harnstoffwert hinzuzuaddieren. 

Quantitative Bestimmung. 

Methode von Mörner-Sjöguist (mit der Modifikation von Braunstein).?) 

Bei dieser Methode werden die stickstoffhaltigen Bestandteile des 
Harns mit Ausnahme von Harnstoff, Ammonsalzen, Hippursäure durch eine 


1) R. Gottlieb, Über die quantitative Bestimmung des Harnstoffs in den Ge- 
weben und den Harnstoffgehalt der Leber. Arch. f. exper. Pathol. Bd. 42. S. 238 (1908); 
vgl. auch E. Brücke. Sitzungsber. d. kais. Akad. d. Wiss. zu Wien. Bd. 85 (1882). 

2) K. A. H. Mörner-J. Sjöquist, Eine Harnstoffbestimmungsmethode. Skand. Arch. 
f. Physiol. Bd. 2. S. 438 (1891). — Derselbe, Zur Bestimmung des Harnstoffs im 
Menschenharn. Ebenda. Bd. 14. S. 297 (1903). — Al. Braunstein, Über die Harnstoff- 
bestandteile im Harn. Zeitschr. f, physioi. Chem. Bd. 31. S. 381 (1901). 
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konzentrierte Lösung von Bariumchlorid und Barythydrat unter Zusatz von 
Alkoholäther gefällt und der Harnstoff-Stickstoff nach Vertreibung des 
präformierten Ammoniaks nach Kjeldahl bestimmt. 

Als Reagenzien werden dazu benutzt: 1. eine gesättigte Bariumchlorid- 
lösung, die 5°/, Barythydrat enthält; 2. eine Mischung von 2 Teilen 00°/,igem 
Alkohol!) und von 1 Teil Äther. 

Die Ausführung der Methode ist die folgende: 

5 cm® Harn werden in einer enghalsigen Flasche mit eingeschliffenem 
Stöpsel mit 5 cm® der Mischung von Bariumchlorid und Barythydrat und 
mit 100 cm® der Alkohol-Äthermischung gefällt und das Gefäß verschlossen. 
Am folgenden Tage wird die Flüssigkeit filtriert, der Niederschlag 6—-Tmal 
mit etwa 50 em® Alkohol-Äthermischung ausgewaschen und das Filtrat bei 
einer 55° nicht übersteigenden Temperatur auf dem Wasserbad auf zirka 
20—25 cm? eingedampft. Nach dem Verjagen des Alkoholäthers wird etwas 
Wasser und eine Messerspitze (02—0'3 9) MgO zugesetzt, die Flüssigkeit 
weiter eingedampft, bis die Dämpfe keine alkalische Reaktion mehr zeigen. 
Die bis auf 10—15 cm? eingeengte Flüssigkeit wird in einen kleinen 
Erlenmeyerkolben übergeführt, in welchen vorher 10 g kristallisierte Phosphor- 
säure gegeben sind. Das Gemisch wird in einem Luftbad 4'/, Stunden — 
von der Zeit an gerechnet, wo alles Wasser verdunstet ist — bei 140—145° 
(nieht über 150°) erhitzt. Bei dieser Temperatur wird die Hippursäure 
nicht zerlegt, und der durch die Fällung der Hippursäure bedingte Fehler 
fällt fort. Die Verdampfung des Wassers nimmt nicht mehr als eine Stunde 
in Anspruch. Nach dem Erkalten wird der Rückstand in Wasser gelöst, 
die Lösung quantitativ in den Kjeldahlkolben übergeführt, mit Kalilauge 
alkalisch gemacht und das Ammoniak in die titrierte Schwefelsäure ab- 
destilliert. Die Zugabe von 60—70 cm3 einer 28°/,igen Lauge der auf- 
geschlossenen Flüssigkeit genügt. 

Durch Multiplikation des gefundenen Stickstoffwertes mit 2'145 er- 
hält man die in 5cm® Harn enthaltene Harnstoffmenge (1 cm# 1/,,-n-Säure 
— 0001401 gN = 0003 g Harnstoff). 

Durch Fällen mit Bariumchlorid und Barythydrat und Alkoholäther 
werden entfernt: Harnsäure, Purinbasen, Oxyproteinsäure, Ammoniak, Farb- 
stoffe, Eiweißkörper, Tyrosin, Allantoin bis auf geringe Mengen. ?) Die 
zurückbleibenden Stoffe: Kreatinin, Hippursäure, Gallensäuren, Aminosäuren 
üben nur einen geringen Einfluß auf den Harnstoffwert aus. Kynurensäure 
ist auch ohne Einfluß. 

Ist der zu untersuchende Harn sehr arm an Hippursäure, so kann 
ohne wesentlichen Fehler die Bestimmung auch nach der ursprünglichen 


!) Ey. Bödtker, Notiz zu der Harnstoffbestimmung von K. A. Mörner und Sjöquist. 
Zeitschr. f. physiol. Chem. Bd. 17. S. 140 (1893). — Salaskin und Zaleski, Über die Harn- 
stoffbestimmung im Harne. Zeitschr. f. physiol. Chem. Bd. 28. S. 73 (1899). 

2) Bezüglich des durch das Allantoin bedingten Fehlers vgl. auch u. a. A. Schitten- 
helm, Über die Umsetzung verfütterter Nukleinsäure. Zeitschr. f. physiol. Chem. Bd. 62. 
S.80 (1909). 
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Vorschrift von Mörner-Sjögquist ausgeführt werden, in der Weise, daß die 
nach Verjagen des Alkoholäthers und des Ammoniaks zurückbleibende 
Flüssigkeit samt Niederschlag in einen Kjeldahlkolben gespült, zuerst mit 
etwas verdünnter, dann mit 10 cm? konzentrierter Schwefelsäure versetzt 
und der Stickstoff wie üblich nach Kjeldahl bestimmt wird. 

Nimmt man stets 9 cm® Harn in Arbeit und fügt 9 cm® Barytmischung 
und 207 cm® Alkohol-Äthermischung hinzu, so entsprechen 75 cm? des Fil- 
trates 3 cm? Harn, und das lästige Nachwaschen bleibt fort (Folin). Wo 
man eine Wasserstrahlpumpe zur Verfügung hat, ist es vorteilhaft, das 
Vertreiben des Alkoholäthers unter vermindertem Druck mit Durchleitung 
eines schwachen Luftstromes vorzunehmen. Salaskin und Zaleski verfahren 
hierbei so, daß das untere Ende des die Luft zuleitenden Rohres 1—2 cm 
von der Oberfläche der Flüssigkeit sich befindet. Die Luft passiert ein 
mit Schwefelsäure und ein auf 80—90° erwärmtes leeres Reservoir. Das 
Gefäß mit der Flüssigkeit steht in einem höchstens auf 40° erwärmten 
Wasserbad. 


Methode von Folin.!) 


Prinzip. Kristallisiertes Magnesiumchlorid (MgCl,..6H, 0) schmilzt in 
seinem Kristallwasser bei 112—115° und die so erhaltene Lösung hat 
einen Siedepunkt von ca. 160°. Eine solche siedende Lösung bewirkt eine 
quantitative Spaltung des Harnstoffes binnen einer halben Stunde. 

Ausführung: 3 cm Harnstofflösung werden in einem Erlenmeyer- 
kolben von 200 cm® Inhalt abgemessen, und dieser 2 cm® konzentrierte 
Salzsäure (spez. Gew. 1'140) und 20 y M&C], zugesetzt. Die Mischung am Rück- 
flußkühler (am besten von 10 mm Innendurchmesser und 200 mm Länge) wird, 
um das überschüssige Wasser zu entfernen, lebhaft gekocht, bis die zurück- 
fließenden Tropfen von Salzsäure und Wasser ein Zischen bewirken, dann 
wird das Kochen gelinde, ca. 45—-60 Minuten, fortgesetzt. Um das Ent- 
weichen der zugesetzten Salzsäure zu verhindern, ist es gut, auf alle Fälle 
ein Sicherheitsrohr (siehe Fig. 265) an dem Kühler anzubringen. Die heiße 
Mischung wird sofort mit Wasser verdünnt, in einen Literkolben gespült, mit 
Wasser zu ca. 500 cm® verdünnt, eine Messerspitze Talcum und 7—8 cms 
20°/,ıge Natronlauge zugesetzt, das abdestillierte Ammoniak wird titriert. 
Die Abdestillation von NH, dauert infolge der Gegenwart von Magnesium- 
salzen länger: 60—70 Minuten.?2) Das Magnesiumchlorid des Handels ist 
nie ammoniakfrei; Mörner fand in verschiedenen Proben eine 0'24 bis 
08 cm® A/,, n entsprechende Menge auf 20 g des Salzes.®) Es muß daher 


') Folin, Eine neue Methode zur Bestimmung des Harnstoffs im Harn. Zeitschr. 
f. physiol. Chem. Bd. 32. S. 504 (1901): Bd. 36. S. 333 (1902). 

°) Siehe hierzu die Arbeiten von Steel und Gies, Some notes of the efficieney 
of the Folin method etc. Journ. of Biol. Chem. Vol. 5. p. 71 (1908) und Ph. A. Kober, 
Journ, Amer. Chem. Soe. Vol. 30. p. 1279 (1908). 

°) Eine Modifikation der Mörner-Folinschen Methode gibt H._D. Haskins, Preli- 
minary communication of a method for estimating urea. Journ. f. Biol. Chem. Vol. 2. 
5.243 (1906/7). 
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der Ammoniakgehalt desselben bestimmt und eine entsprechende Korrektur 
angebracht werden. L. @. de Saint-Martin‘) schlägt vor, statt des Magnesium- 
chlorids, das die Dauer der Destillation unangenehm verlängert, das 
(ammoniakfreie) Lithiumchlorid anzuwenden. Auf 5 cm® Harn kommen 59 
Lithiumchlorid. 

Bei der Untersuchung des Harnes ist es besser, diesen vorher 
mit Salzsäure zur Trockene einzuengen. Man ‘kann jedoch auch direkt 
verfahren: 3 cm® Harn (oder besser eine größere Menge: 5 cm?) werden 
mit 209 MgCl, und 2 cm® konzentrierter Salzsäure in einem Erlenmeyer- 
kolben von 200 cm® Inhalt an einem 
kurzen Rückflußkühler (von 200 mm 
Länge und 10 mm Innendurchmesser) 
mit einem Sicherheitsrohr” von oben- 
stehender Form 10 Minuten gekocht, 
dann weitere 45—60 Minuten gelind 
erhitzt und weiter wie oben behandelt. 
Für das präformierte Ammoniak des 
Harnes ist eine Korrektur anzubringen. 
Beim Kochen des Harnes ist es vorteil- 
haft, ein Stück Paraffin (doppelt so 
groß wie eine Kaffeebohne) zuzusetzen, 
|um das Schäumen zu verhindern. An- 

; wesenheit von Harnsäure, Hippursäure, 
| Kreatinin beeinflussen die Richtigkeit 
'‘ der Bestimmung nicht. 

Vorteilhaft läßt sich die Methode 
auch mit der Mörnerschen kombinieren. 
Bei dem letzteren Verfahren wird die 
Oxyproteinsäure mit entfernt; die Hip- 
pursäure wird durch Anwendung der 
Braunsteinschen Modifikation eliminiert, 
sie kommt auch (ebenso wie das Allantoin) 
für Menschenharn nicht sehr in Betracht. 
Hingegen kann durch Kreatinin bedingte 
Erhöhung der Werte durch die Modi- 
fikation von Braunstein nur zum Teil 
beseitigt werden. Dies erreicht man besser durch die Kombination mit der 
Folinschen Methode. Dabei wird wie bei dem ursprünglichen Mörnerschen 
Verfahren zunächst mit Bariumchlorid und Barythydrat und Alkoholäther 
gefällt. (Statt dessen ist namentlich bei Anwesenheit von Zucker?) die 


Fig. 265. 


!) L.@.de Saint-Martin, Modification du procede de Folin pour le dosage de 
V’urde dans l’urine. Compt. rend. de soc. biol. T. 58. S. 89 (1905); vgl. Schlösing, Compt. 
rend. T. 103. p. 227. 

2) L. v. Udränszky, Über die Beziehungen der in dem Harn bereits vorgebildeten oder 
daraus durch einfache Prozedur darstellbaren Farbstoffe zu Huminsubstanzen. Zeitschr. 
f. physiol. Chem. Bd.12. S. 33, 42 (1888). — Schoorl, Chem. Zentralbl. Jg. 1903. I. S. 1079. 
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Fällung mit gepulvertem Barythydrat — etwa 1'5 bis 29 — zu empfehlen.) 
Nach 24 Stunden filtriert man in einen Jenenser Rundkolben, wäscht mit 
Alkoholäther gut aus. destilliert im Vakuum bei ca. 55° bis auf wenige 
Kubikzentimeter ab, fügt ca. 25 cm? Wasser und etwas MgO zu der Flüssig- 
keit und engt weiter ein. bis alles Ammoniak ausgetrieben ist und die 
Dämpfe keine alkalische Reaktion mehr zeigen (etwa auf 10—15 cm?). 
Die Flüssigkeit wird nun bei Gegenwart einer hinreichenden Menge Salzsäure 
(für 5 cm> Harn 2 em® HCl von 1'124 spez. Gew.) im Zersetzungskolben auf 
dem Wasserbade eingetrocknet, bis der Inhalt nahezu trocken ist. Dann erst 
wird im Kolben nach Zusatz von 209 kristallisiertem MgCl, und 2 cm? kon- 
zentrierter Salzsäure die Zersetzung vorgenommen. DerZersetzungskolben wird 
nach Mörner vorteilhaft mit einem einge schliffenen Glasstopfen verschlossen, 
der ein gebogenes Ableitungsrohr trägt und dieses wird mit einem Liebig- 
schen Rückflußkühler verbunden. Oder man verbindet das Ableitungsrohr 
mit einem aufrecht stehenden, 50 cm langen Glasrohr; das obere Ende 
dieses Glasrohres steht, um die entweichenden Salzsäuredämpfe festzu- 
halten, mit einer Wasser enthaltenden Vorlage in Verbindung. Das 
Kochen geschieht auf dem Drahtnetz über einer kleinen Gasflamme; die 
Dauer desselben beträgt 2 Stunden.!) Nachher wird die noch flüssige Masse 
auf etwa ®/,—1 ! mit Wasser verdünnt, nach Zusatz von 22 cm® 10°/,iger 
Natronlauge und Talk destilliert. Nach Aufkochen des Destillates titriert 
man, um die Kohlensäure zu entfernen (nach dem Abkühlen), mit Lack- 
moid-Malachitgrün. Die Anwendung von allzuviel Lauge ist wegen der Aus- 
scheidung von Magnesiumhydrat unangenehm. Die Destillation dauert lange, 
selten weniger als eine Stunde.?) 


— 4A. Landau, Über die Stickstoffverteilung im Harne des gesunden Menschen. Deutsch. 
Arch. f. klin. Med. Bd. 79. S. 417 (1904) (Malys Jahrb. S. 458 [1903]). — M. Dehon, Sur 
la technique de la determination du coefficient azoturique. Journ. de Physiologie. T. 7. 
p- 497 (1905). 

1) 0.J.C.van Hoogenhuyze und H. Verploegh, Weitere Beobachtungen über die 
Kreatininausscheidung beim Menschen. Zeitschr. f. physiol. Chem. Bd. 57. S. 166 (1908). 

°) Vgl. zu der Folinschen Methode: €. @.L. Wolf und E. Osterberg, The deter- 
mination of urea in the urine. Journ. Amer. chem. Soc. Vol. 31. p. 421 (1909). — Ron- 
chese, Bull. Soc. chim. [4.] Tom.3. p. 1138 (1808). — P.A.Levene und @.M. Meyer 
(The determination of urea in urines. Journ. Amer. chem. Soc. Vol. 31. p. 717 [1909]) 
verfahren bei der Harnstoffbestimmung in Anwendung der von $.R. Benediet und 
Fr. Gephart empfohlenen Methode (The estimation of urea in urine. Journ. Amer. 
chem. Soc. Vol. 30. S. 1760 (1909) wie folgt: 12'’5 cm? Urin werden in eine Meßflasche von 
50 cm? gefüllt und mit einer 10°/,igen Phosphorwolframsäurelösung in 10°, Schwefel- 
säure vollständig gefällt. Nach 24stündigem Stehen wird das Volumen mit 10°/,iger 
H,SO, auf 50 cm? aufgefüllt, durch ein trockenes Filter in eine trockene Flasche fil- 
triert und je 20 cm? (= 5cm? Urin) werden im Autoklaven 1'/, Stunden bei 150° mit 
verdünnter HCl oder 10°/, H,SO, hydrolysiert. Zum Schluß wird das NH, nach Zu- 
satz von Natronlauge (40 cm?, 10°/,) in die titrierte Säure destilliert. Über eine auto- 
matische Pipette für Ätznatronlösungen vgl. F.@. Benediet, Journ. Amer. chem. Soe. 
Vol. 31. p. 652 (1909). — Vgl. auch: A. D. Haskins, Preliminary communication of a 
method of estimating urea. Journ. of Biol. Chem. Vol. 2. p. 243 (1906/7). Ferner: F. W. 
@ill, F.G. Allison und H. S. Grindley, Journ. Amer. chem. Soe. Vol. 31. p. 1078 (1909). 
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Es ist in vielen Fällen vorteilhaft, die Fällung mit Alkoholäther erst 
nach der quantitativen Vertreibung des Ammoniaks nach Folin vorzu- 
nehmen. Spiro!) verfährt dabei so: 25 cm® Harn werden in einem hohen 
schmalen Standgefäß, das bei 270 bzw. 400 cm® Marken trägt, mit 1'/, y 
Baryt und einer niedrigen Schicht Petroleum (oder Toluol, oder Alkohol) 
versetzt. Das Gefäl) trägt oben einen doppelt durchbohrten Gummistopfen, 
durch dessen eine Öffnung die ammoniakfreie Luft bis auf den Boden des 
Gefäßes geführt wird. Durch seine andere Bohrung geht ein mit Sicherung 
versehenes Glasrohr, das oben ein mit Glaswolle und Glasperlen versehenes 
Rohr trägt, das wiederum luftdicht mit der Vorlage verbunden ist. Für 
das Einleiten des Luftstromes in die vorgelegte Säure hat sich die fein- 
löcherige Glasröhre von Folin gut bewährt. Nachdem alles Ammoniak ab- 
destilliert ist, wird das Glasrohr ete. mit Alkohol ausgespült, mit Alkohol 
bis zur Marke 270, mit Äther bis zur Marke 400 aufgefüllt, der Zylinder 
zugekorkt, gut durchgeschüttelt, stehen gelassen. Die Stickstoffbestimmung 
kann in der ganzen Lösung oder im aliquoten Teil durchgeführt werden. 


Verfahren von Pflüger-Bleibtreu, modifiziert von Gumlich 
und Schöndorff.?) 


Prinzip der Methode. Die stickstoffhaltigen Körper außer Harnstoff 
werden mit salzsäurehaltiger Phosphorwolframsäure gefällt, und in dem 
durch Caleiumhydroxyd neutralisierten Filtrate zerlegt man den Harnstoff 
durch Erhitzen mit Phosphorsäure und bestimmt das abgespaltete Ammoniak. 

Die erforderlichen Reagenzien sind: 1. Eine Mischung von 9 Teilen 
10°/,iger Phosphorwolframsäure und 1 Teil Salzsäure vom spez. Gewicht 
1'124; 2. Kalkhydratpulver, hergestellt durch Vermischen von Caleiumoxyd 
mit Wasser, Trocknen und Pulverisieren; 3. kristallisierte Phosphorsäure. 

Die Ausführung der Bestimmung geschieht in folgender Weise: 

Ein Volumen Harn (50—100 cm3) ete. wird mit 2 Volumina Phosphor- 
wolframsäure-HCl-Mischung versetzt und geschüttelt. Nach 5 Minuten wird 
eine kleine Probe abfiltriert und noch mit 1 Volumen Säuremischung ver- 
setzt; die Probe muß zwei Minuten klar bleiben. ‘Entsteht eine Trübung, so 
nimmt man 3 Volumina Säuremischung. Oder man titriert 10 cm® Harn 
vorher mit der Phosphorwolframsäure-Lösung, bis 1 cm® des klaren Filtrates 
mit 3 Tropfen der Phosphorwolframsäure-Mischung nach 2 Minuten keine 
Trübung mehr gibt. Auf später entstehende Trübung ist keine Rücksicht zu 


') Spiro, Zur Methodik der Ammoniak- und Harnstoffbestimmung im Harn. Hof- 
meisters Beitr. Bd.9. S.481 (1907). Vgl. jedoch hierzu: P. E. Howe und P. B. Hawk, 
Vergleichende Untersuchungen ete. Journ. of Biol. chem. Vol.5. p. 477 (1909). 

®2) E. Pflüger und K.Bohland, Verbesserung der Harnstoffanalyse von Bunsen 
mit Berücksichtigung der stickstoffhaltigen Extraktivstoffe. Pflügers Archiv. Bd. 38. 5. 575 
(1886). — G. Gumlich, Über die Ausscheidung des Stickstoffs im Harn. Zeitschr. f. 
physiol. Chem. Bd.17. 8.10 (1893). — E. Pflüger und L. Bleibtreu, Die quantitative 
Analyse des Harnstoffs im menschlichen Harne durch Phosphorwolframsäure. Pflügers 
Archiv. Bd. 44. S. 78 (1889). — B. Schöndorf, In welcher Weise beeinflußt die Eiweiß- 
nahrung den Eiweißstoffwechsel der tierischen Zelle. Pflügers Archiv. Bd. 54. S. 420 (1893). 
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nehmen. Diese Mischung, mit verdünnter 21/,°/,iger HUl auf 150 bzw. 300 auf- 
gefüllt, bleibt 24 Stunden in einer verschlossenen Flasche stehen, nach 
24 Stunden wird abfiltriert (am besten durch einen doppelten Filter aus 
echt schwedischem Papier, Munktell I), das Filtrat mit Kalkhydratpulver 
bis zur alkalischen Reaktion in einer Reibschale verrieben, filtriert. Eine 
eventuell auftretende Blaufärbung muß vor dem Filtrieren verschwinden, 
was oft mehrere Stunden in Anspruch nimmt (ein Teil, z.B. 10 cm? des Harnes 
entsprechende Menge des Filtrates wird zur NH,-Bestimmung nach Schlösing 
benutzt; falls die benutzte Phosphorwolframsäure alles NH, fällt, ist dies 
nicht nötig). Zur Bestimmung des aus dem Harnstoff stammenden Ammo- 
niaks wägt man an einer Schnellwage 10 9 kristallisierte Phosphorsäure ab, 
bringt diese in ein Erlenmeyerkölbchen. In die mit Phosphorsäure beschickten 
Kölbchen läßt man aus einer Bürette eine entsprechende Menge des Filtrates 
(10cm® des Harnes entsprechend) laufen und erhitzt diese in einem 
Trockenschranke 4!/, Stunden auf 150° — vom Augenblick an gerechnet, 
wenn alles Wasser verdünnt ist. Nach dem Erkalten wird die sirupartige 
Masse in warmem Wasser gelöst, in den Destillierkolben übergeführt, mit 
70 cm® NaOH, D.1'25, versetzt und überdestilliert. Indikator: Cochenille. 
1 cm3 ?/,0 n-Säure = 1401mg N= 3 mg Harnstoff. Bei der Methode ist 
zu beachten: die benutzte Phosphorwolframsäure darf in reinen Harnstoff- 
lösungen von 2—4°/, auch nach längerem Stehen keine Fällung geben; 
konzentrierte Harne (über 1'017 spez. Gew.) mit hohem Harnstoffgehalt 
sind auf das 5—10fache zu verdünnen (Gumlich). Der Harn soll höchstens 
2°/, Harnstoff enthalten. 

Durch Phosphorwolframsäure werden nicht gefällt: Oxyproteinsäure 
(dadurch wird der Harnstoffstickstoff um ca. 1°/, zu hoch gefunden), Allan- 
toin, Oxalursäure, Kreatin.!) Gefällt werden: Harnsäure, Purinkörper (mit 
Ausnahme von Alloxanthin), Kreatinin, Eiweiß, Ammoniak. Nicht gefällt 
werden, bleiben aber durch Erhitzen mit Phosphorwolframsäure auf 150° 
unzersetzt: Hippursäure, Aminosäuren. 

(Gegenwart von Zucker gibt zu niedrige Werte, da die aus dem Zucker 
gebildeten Huminsubstanzen Ammoniak festhalten. (Bereits 0'1°/, Zucker gibt 
nach Mörner bedeutenden Verlust an Harnstoffstickstoff. Schöndorf gibt 
ebenfalls an, dal) das Erhitzen einer Harnstoffzuckerlösung mit Phosphor- 
säure 'einen Verlust von 43—9'3°/, Stickstoff bewirkt.) Man erhält richtige 
Werte, wenn man den diabetischen Harn auf ca. 1°/, Zucker bringt und 
beim Neutralisieren des Phosphorwolframsäure-Filtrates mit Kalkhydrat- 
pulver für einen Überschuß von Kalk Sorge trägt. 


1) G. Gumlich, Zeitschr. f. physiol. Chem. Bd. 17. S. 13 (1893). — M. Pfaundler, Über 
ein Verfahren zur Bestimmung des Amidosäurestickstoffs im Harne. Zeitschr. f. physiol. 
Chem. Bd. 30. S. 74, 78 (1800). — B. Schöndorff, Eine Methode der Harnstoffbestim- 
mung in tierischen Organen und Flüssigkeiten. Pflügers Archiv. Bd. 62. S. 1 (1896). — 
Über Bestimmung der Karbaminsäure vgl.: Macleod and Haskins, The quant. estima- 
tion of carbamates. Americ. Journ. Phys. Vol. 12. p. 449 (1905) und Contr. to our know- 
ledge of the chem. of carbamates. Journ. Biol. Chem. Vol.1. p. 319 (1906). 
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NH— 0 
Kreatinin, C,H, N,0:C NH | 
NN (CH,)CH, 


he kien. Kristallisiert aus heißgesättigter wässeriger Lösung wasserfrei 
in farblosen monoklinen Säulen, aus kaltgesättigter Lösung häufig in großen Tafeln und 
Prismen mit 2 Molekülen Kristallwasser. Löst sich in 11 Teilen Wasser von 15°, leichter 
in heißem Wasser, in 625 Teilen kaltem absolutem Alkohol, leichter in heißem Alkohol; 
in Äther ist es fast unlöslich. Ist eine starke Base. Mit. Phosphorwolframsäure erhält 
man selbst bei sehr starker Verdünnung kristallinischen Niederschlag. Aus der wässe- 
rigen Lösung wird es ferner gefällt durch Silbernitrat, Sublimat, Merkurinitrat. Liefert 
mit Platinchlorid, Goldehlorid, Chlorziuk charakteristische Doppelsalze. Wirkt reduzierend. 

Kreatininchlorzink, (C,H,N, 0), ZnCl,, entsteht beim Versetzen der Krea- 
tininlösung mit alkoholischer Chlorzinklösung. Pulverförmiger, mikrokristallinischer 
Niederschlag, aus feinen Nadeln bestehend, die konzentrisch gruppierte Rosetten bilden 
oder sich kreuzende Büschel. Löslich in 9217 Teilen Alkohol von 98°/, und in 5743 
Teilen Alkohol von 87°/,. Man gewinnt daraus das Kreatinin wieder, indem man die 
Verbindung in wenig heißem Wasser löst, mit fein verteiltem Bleioxydhydrat wenigstens 
eine Viertelstunde kocht. Das mit Tierkohle entfärbte Filtrat hinterläßt beim Einengen 
ein Gemisch von Kreatinin mit wenig Kreatin. Das Kreatinin wird mit heißem absolutem 
Alkohol ausgezogen, das Kreatin bleibt ungelöst zurück. 

Kreatininpikrat, 0,H,N,0.C,H,N, O,. Schmilzt bei 212—213°. Sehr wenig 
löslich in kaltem, besser in heißem Wasser. 

Kreatinin-Kaliumpikrat, C,H, ON, ..C,H,0,N,+0,H,N, 0,K. Wird aus 
Harn durch Zusatz einer alkoholischen Pikrinsäurelösung gefällt. Zitronengelbe Nadeln 
oder dünne Prismen. Sehr wenig löslich in kaltem, leicht löslich in heißem Wasser. 

Salzsaures Kreatinin-Goldehlorid, C,H,N,O. HCl. Au Ül,, ist in Wasser 
und Alkohol leicht löslich, in Äther unlöslich. Schmilzt bei 170—174°. 

Zum Nachweis dient die charakteristische Chlorzinkverbindung, ferner folgende 
Reaktionen: 

Weylsche Reaktion.!) Man gibt zu der zu untersuchenden Flüssigkeit eine 
frisch bereitete, sehr verdünnte wässerige Nitroprussidnatriumlösung bis zur deutlichen 
Gelbfärbung hinzu und dann einige Tropfen verdünnte Natronlauge: die Flüssigkeit 
färbt sich tiefrot bis rubinrot, dann verblaßt die Farbe und wird strohgelb. Säuert man 
nun stark mit Eisessig an (etwa ein Viertel des Volumens) und erhitzt zum Sieden oder 
läßt man längere Zeit stehen, so} färbt sich die Lösung grün und setzt bei längerem 
Stehen einen Niederschlag von Berlinerblau ab (Salkowski?). 

Jaff£sche Reaktion.?) Zusatz von wässeriger Pikrinsäurelösung und einiger 
Tropfen Natronlauge zur Kreatininlösung oder zu Harn gibt intensive Rotfärbung. Bei 
Anstellung dieser wie auch bei der vorherigen Reaktion im Harn kocht man das eventuell 
vorhandene Aceton vorher am besten weg. 


Bei Darstellung des Kreatinins verfährt man nach Neubauer-Sal- 
kowski*) folgendermaßen: 


’) Weyl, Berichte. Bd. 11. S. 2175 (1878); vgl. auch V. Arnold, Eine neue Nitro- 
prussidnatriumreaktion des Harnes. Zeitschr. f. physiol. Chemie. Bd. 49. S. 397 (1906). 

2) Zeitschr. f. physiol, Chemie. Bd. 4. S. 133 (1880); Bd. 9. S. 127 (1885). 

®) JaffE, Zeitschr. f. physiol. Chem. Bd. 10. S. 399 (1886). Vgl. A. Ch. Chapman, 
Über die Jaffösche Methode. Chem. News. Bd. 100. S. 175 (1909). 

#) E. Salkowski, Über die Neubauersche Methode zur Bestimmung des Kreatinins 
im Harn. Zeitschr. f. physiol. Chem. Bd.10. S. 113 (1886). — Derselbe, Beiträge zur 
Chemie des Harns. Zeitschr. f. physiol. Chem. Bd. 14. S. 471 (1890). — Gregor, Beiträge 
zur Physiologie des Kreatinins. Zeitschr. f. physiol. Chem. Bd. 31. 5.98 (1900/1). — 
W.Czernecki, Zur Kenntnis des Kreatins und Kreatinins im Organismus. Zeitschr. f. 
physiol. Chem. Bd. 44. S. 294 (1905). 
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240 cm? eiweiß- und zuckerfreier Harn werden mit Kalkmilch oder 
Ammoniak schwach alkalisch gemacht, mit Chlorcaleium genau ausgefällt, 
mit Wasser auf 300 cm3 aufgefüllt, gut gemischt, nach 15 Minuten durch 
ein trockenes Filter filtriert und 250 cm? vom schwach alkalisch reagieren- 
den Filtrat abgemessen. Das Filtrat muß schwach alkalisch reagieren; ist 
es zu stark alkalisch, so setzt man vorsichtig nach dem Abmessen ver- 
dünnte Salzsäure hinzu. Man dampft jedoch am besten, um eine Umwand- 
lung von Kreatinin in Kreatin zu verhindern, bei schwach essigsaurer Re- 
aktion ein. Das Filtrat wird anfangs auf freiem Feuer, dann auf dem 
Wasserbad bis auf 20 cm? eingedampft, mit zirka dem gleichen Volumen 
absolutem Alkohol durchgerührt, in einen etwas absoluten Alkohol enthalten- 
den Meßkolben von 100 cm? gebracht, mit Alkohol nachgespült, damit auf 
100 cm aufgefüllt, tüchtig durchgeschüttelt und stehen gelassen. Während 
des Erkaltens muß man den Kolben öfters gelinde anstoßen, um die im 
Niederschlag enthaltene Luft herauszubringen. Nach völligem Erkalten er- 
gänzt man das Volumen wieder auf 100 cm®, läßt bis zum nächsten Tag 
stehen, filtriert durch ein trockenes Filter und mißt vom Filtrat 80 em3 
(gleich 160 cm® Harn) zur Bestimmung ab. Man fügt zu diesem Zwecke 
1/,—1 cm3 alkoholische, säurefreie Chlorzinklösung (sirupdicke Chlorzink- 
lösung in ziemlich starkem Alkohol gelöst, bis zur Dichte von 1'20 ver- 
dünnt und filtriert) hinzu. Nach 3—4tägigem Stehen scheiden sich Kristall- 
drusen von Kreatinchlorzink aus. Man sammelt das Doppelsalz auf einem 
getrockneten, gewogenen Filter, wäscht mit 90°/,igem Alkohol bis zum Ver- 
schwinden der Chlorreaktion, trocknet bei 100° und wägt. 1 Teil Kreatinin- 
chlorzink entspricht 0'6242 Teilen Kreatinin. Oder bequemer werden nach 
Gregor die Kreatininchlorzinkkristalle samt Filter in den Kjeldahlkolben ge- 
bracht und ihr Stickstoff nach KAjeldahl bestimmt. 42 N = 113 Kreatinin. 

Es ist vorteilhaft, den Harn vor der Fällung mit Kalkmilch und 
Chlorcaleium mit Natronlauge nahezu zu neutralisieren und die Menge 
Kalkmilch möglichst klein zu bemessen (Üzernecki, Gregor). Das schwach 
alkalisch reagierende Filtrat wird unter Essigsäurezusatz eingedampft. Falls 
man stark (mineral-) saure Harnfiltrate eindampft, ist es notwendig, der 
Flüssigkeit vor dem Zusatz des Chlorzinks etwas essigsaures Natrium hin- 
zuzufügen, wenn man kein Kreatin verlieren will. 

Die Methode hat manche Fehlerquellen); für den menschlichen Harn 
ist sie immerhin brauchbar, für Kaninchen- und Hundeharn hingegen un- 
zuverlässig. ?) 

Eine andere Darstellungsmethode des Kreatinins aus dem Harn 
rührt von Folin®),her. Das Verfahren beruht auf der Fällbarkeit des Kreatinins 
durch Pikrinsäure. 

1) 0. J.C. van Hoogenhyze und H. Verploegh, Beobachtungen über die Kreatinin- 
ausscheidung beim Menschen. Zeitschr. f. physiol. Chem. Bd. 46. S. 415 (1905). 

2) M. Jaffe, Untersuchungen über die Entstehung des Kreatins im Organismus. 
Zeitschr. f. physiol. Chemie. Bd. 48. S. 430 (1906). 


3) O0. Folin, Beitrag zur Chemie des Kreatinins und Kreatins. Zeitschr. f. physiol. 
Chem. Bd. 41. S. 223, 235 (1904). 


- 
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18 9 Pikrinsäure für je 1 2 Harn werden abgewogen und in kochendem 
Alkohol gelöst (100.cm® Alkohol für je 40 Pikrinsäure). Diese heiße Lösung 
wird unter kräftigem Umrühren in den Harn gegossen. Das Umrühren wird 
— ohne die Wände des Gefäbes zu berühren — ein paar Minuten fortgesetzt, 
bis die Ausfällung des Pikrates beginnt. Nach !/,—®/, Stunde ist beinahe alles 
Kreatinin in dem schweren, sandigen Bodensatz (zu 75—90°/, Kalium- 
kreatininpikrat) enthalten. Die Flüssigkeit, die durch die ausfällende Harn- 
säure getrübt ist, wird möglichst vollständig abgehebert, der Boden satz 
auf dem Saugfilter mit gesättigter Pikrinsäurelösung gründlich gewaschen. 
Viermaliges Umkristallisieren aus heißem Wasser gibt das Kaliumkreatinin- 
pikrat analysenrein. Aus dem (nicht notwendig umkristallisierten) Kreatinin- 
pikrat kann das Kreatinin direkt in folgender Weise erhalten werden: 
Das noch feuchte Präzipitat wird gewogen und mit ca. halb soviel Gewichts- 
teilen Kaliumbikarbonat und ca. 150 cm3 Wasser pro je 4 ! des angewandten 
Harnes während einer halben Stunde in einer großen Reibschale verrieben. 
Durch diese Behandlung geht das Kreatinin quantitativ in Lösung und die 
entsprechende Pikrinsäure wird in das schwer lösliche Kaliumsalz über- 
geführt; letzteres wird auf dem Saugfilter abfiltriert und mit kleinen 
Mengen Kaliumbikarbonatlösung gewaschen. Das Filtrat wird vorsichtig 
mit 20°/,iger Schwefelsäure neutralisiert, die schwach saure Lösung 
mit zwei Volumina Methyl- oder Äthylalkohol vermischt und sogleich, 
ohne zu filtrieren, mit kleinen Mengen Tierkohle entfärbt. Nach wenigen 
Minuten wird filtriert, um die Tierkohle und das gesamte, durch Alko- 
hol ausgefällte Kaliumsulfat zu entfernen. Das schwach gelb gefärbte 
Filtrat wird am besten einige Stunden oder bis zum nächsten Tage stehen 
gelassen und nochmals filtriert (kleine Mengen Kreatinin werden von 
der Tierkohle zurückgehalten. — Der Kreatininlösung wird nun kon- 
zentrierte Zinkehloridlösung allmählich zugesetzt, so lange noch eine 
weitere Fällung entsteht, und das Ganze bis zum nächsten Tage stehen 
gelassen. Das entstandene Doppelsalz wird abfiltriert, einige Male mit 
50°/,igem Alkohol gewaschen. Aus dem Kreatininchlorzink wird das Kreatinin 
durch Behandlung mit Bleihydrat von Zink und Chlor befreit. Nach dem 
Kochen mit Bleihydrat, das im Überschuß vorhanden sein muß, empfiehlt 
es sich, Schwefelwasserstoff einige Minuten, d.h. bis die gesamte Fällung 
fast vollständig schwarz ist, durchzuleiten. Durch diesen Kunstgriff erhält 
man eine sehr leicht filtrierbare Mischung. Das klare Filtrat wird nun 
durch H,S vollständig entbleit. Die auf diese Weise erhaltene wasserklare 
Lösung enthält ein Gemenge von Kreatinin und Kreatin. Die Menge des 
Kreatinins wird nach dem kolorimetrischen Verfahren (siehe unten) 
bestimmt, und zwar zunächst orientierend in ca. 0°1 cm® Lösung, dann 
wird 1 cm® der Lösung bis zu etwa ein Millieramm Kreatinin pro Kubik- 
zentimeter verdünnt und in so verdünnter Lösung die genaue Bestimmung 
gemacht. Um das Kreatin, das neben Kreatinin vorhanden ist, zu be- 
stimmen, nimmt man 5—10 cm® der verdünnten Lösung und erhitzt auf 
dem Wasserbade mit 5 cm® normaler Salzsäure während 3 Stunden. Aus der 

50* 
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so gewonnenen Menge an Gesamtkreatinin ist die Menge des Kreatins 
leicht zu berechnen. 

Oder man fügt zur Umwandlung des Kreatins in Kreatinin eine be- 
stimmte Menge Normalschwefelsäure zur Lösung und kocht ein, bis das 
Volumen der Flüssigkeit etwa der Menge zugesetzter Normalsäure entspricht, 
und erhitzt darauf 36—48 Stunden lang auf dem Wasserbade. Eine der H, SO, 
genau entsprechende Bariumhydratlösung wird dann in das Kreatinin- 
H; SO,-Gemisch eingegossen. Nach einer halben Stunde wird das Barium- 
sulfat abfiltriert und das Filtrat und Waschwasser rasch über der freien 
Flamme durch Kochen konzentriert,.bis in der noch kochenden Flüssigkeit 
ein Teil des gelösten Kreatinins schon ausgefallen ist. Nach dem Erkalten 
ist die ganze Flüssigkeit gewöhnlich erstarrt. Die Mutterlauge wird auf dem 
Saugfilter abgesaugt und das Kreatinin mit kleinen Mengen Alkohol zwei- 
oder dreimal gewaschen. Durch zweimaliges Umkristallisieren ist das in 
dieser Weise erhaltene Kreatinin analysenrein. 

Es sei hier auch die von Jaffe!) angewandte Darstellungsweise angeführt: 

Der 24stündige Harn wird auf dem Wasserbade zum Sirup eingedampft 
und mit heißem Alkohol erschöpfend extrahiert: alles Kreatinin, wie auch 
dem Harn zugesetztes Kreatin, geht vollständig in den alkoholischen Auszug. 
Die Alkoholauszüge werden vereinigt, nach dem Verdunsten des Alkohols 
in 150 cem3 Wasser gelöst und nach Zusatz von 25 em? offizineller reiner 
Salzsäure 4 Stunden am Rückflußkühler erhitzt. Durch Abdampfen auf dem 
Wasserbade und wiederholte Erneuerung des verdampften Wassers wird 
die freie Salzsäure entfernt, der Rückstand in Wasser gelöst, mit etwas 
Tierkohle entfärbt, letztere gründlich mit siedendem Wasser ausge- 
waschen, dann Filtrat und Waschwasser unter Zusatz von etwas essig- 
saurem Natrium verdunstet. Der sirupöse Rückstand mit 60—100 cm3 
siedendem Alkohol extrahiert. Die Hälfte der so gewonnenen, nach 
völligem Klären filtrierten Lösung dient zur Bestimmung des Kreatinins, 
das nach Zusatz von Zinkchlorid gefällt wird. Es ist jedoch vorteilhaft, 
der Chlorzinkfällung eine Behandlung des alkoholischen Auszuges mit 
Pikrinsäure vorauszuschicken. Die Lösung wird mit dem gleichen Volumen 
gesättigter alkoholischer Pikrinsäurelösung versetzt, nach 24stündigem 
Stehen der Niederschlag abfiltriert, mit alkoholischer Pikrinsäure, dann mit 
reinem Alkohol, dann Äther gewaschen und an der Luft getrocknet. Das 
Pikrat wird durch Erhitzen mit Salzsäure zersetzt, die durch Ausschütteln 
mit Äther von der Pikrinsäure befreite Lösung nach Zusatz von etwas Na- 
triumacetat verdunstet und mit 30—50 em® heißem Alkohol extrahiert. Das 
völlig geklärte Filtrat gibt auf Zusatz von 15—20 Tropfen alkoholischer 
Chlorzinklösung und kräftigeem Umrühren sofort eine fast farblose, kristal- 
lisierte Ausscheidung von Kreatininchlorzink, die in wenigen Stunden 
beendigt ist. Nach diesem Verfahren werden annähernd 70°/, des zugesetzten 
Kreatins wiedergefunden. 

1) M. Jaffe, Unters. über die Entstehung des Kreatins im Organismus. Zeitschr. 
f. physiol. Chem. Bd. 48. S. 430 (1906). 
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Bei Umwandlung des Kreatins in Kreatinin gab für reines Kreatin 
die besten Resultate mehrstündiges Erhitzen im Wasserbade mit 2—2'5°/,iger 
Salzsäure. 

Andere Darstellungsmethoden sind bereits früher von Maly und von 
Hojmeister angegeben worden. !) 

Die quantitative Bestimmung des Kreatinins wird am besten 
nach Folin ausgeführt. Diese ist eine kolorimetrische und beruht auf 
der Rotfärbung des Kreatinins mit alkalischer Pikrinsäurelösung; die Farben- 
intensität dieser Färbung wird in bestimmter Schichtlänge mit einer 
Standardlösung verglichen. 

Eine Lösung von 10 mg Kreatinin in 10 cm? Wasser gibt nach Zusatz 
von 15 cm® 1'2°/,iger Pikrinsäurelösung und 4—9 em’ 10°/,iger Natronlauge 
nach 5—10 Minuten die maximale Rotfärbung. Die in dieser Weise er- 
haltene Lösung gibt auf 500 cem® Wasser verdünnt eine Flüssigkeit, von der 
8:1 mm im durchfallenden Lichte genau dieselbe Farbe hat wie 3 mm von 
einer !/, n-Kaliumbichromatlösung. Die Färbung der Kreatininlösung ist 
während der ersten [10] Minuten unverändert; nach !/, Stunde ist sie je- 
doch abgeschwächt. Mäßige Veränderungen in der Verdünnung sind ohne 
Bedeutung. 


Reagenzien und Apparate: 

1. Ein zwei Röhrehen enthaltender Kolorimeter, in welchen die Höhe der an- Ian Pu 
gewandten Flüssigkeiten bis auf '/,, mm eingestellt werden kann. Be > 

2. Eine t/, n-Kaliumbichromatlösung (2554 9 pro Liter). Br 

3. Eine annähernd gesättigte (?/,°/‚ige) Pikrinsäurelösung. ve 


4. 10°/,ige Natronlauge. 

Bei der Ausführung der Bestimmung wird in eine Röhre des Kolori- 
meters die !/, n-Kaliumbichromatlösung gefüllt und genau auf $ mm ein- 
gestellt. Es empfiehlt sich, zunächst auch in die zweite Röhre die !/, n-Ka- 
liumbichromatlösung zu gießen und die beiden Röhren auf Gleichheit ein- 
zustellen. Das Mittel von 3—4 Beobachtungen darf nicht mehr als O1 mm 
vom richtigen Wert (8 mm) abweichen, und die Differenz von je zwei Be- 
obachtungen soll 0°3 mm nicht überschreiten, was nach einiger Übung leicht 
zu erreichen ist. Nun werden 10 cm® Harn in einem 500 cm® fassenden Meß- 
kolben mit 15 cm? Pikrinsäurelösung und 5cm® Natronlauge versetzt, die 
Flüssigkeit ein paarmal umgeschüttelt und 5 Minuten ruhig stehen ge- 
lassen. Nach Verlauf dieser Zeit wird der Meßkolben bis zur 500 em-Marke 
mit Wasser aufgefüllt und der Inhalt gut gemischt. Sogleich wird jetzt das 
zweite Rohr des Kolorimeters mit dieser Lösung ausgespült und der kolori- 
metrische Wert der Lösung mit dem der Testlösung im anderen Rohr be- 
stimmt. Die Mengen Kreatinin sind aus dem kolorimetrischen Wert leicht 
zu berechnen. Angenommen, die kolorimetrischen Werte ergeben bei drei 
Bestimmungen 73 mm, Tl mm und 72 mm, im Mittel 72 mm, so ist, da 


') Maly, Ann. d. Chem. u. Pharm, Bd. 159. S.279 (1871). — Fr. Hofmeister, Über 
die durch Phosphorwolframsäure fällbaren Substanzen des Harns. Zeitschr, f. physiol. 
Chem. Bd.5. S. 67 (1881). 
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81 mm rn ee Kreatinin entspricht, der Kreatiningehalt in 10 cm® Harn 
demnach © 5: 107= 22509: 

Die zur Anwendung kommenden Mengen Harn sollen 7—15 mg 
Kreatinin für 500 cem® Flüssigkeit enthalten. Je stärker konzentriert die 
Untersuchungslösung ist, um so schärfer läßt sie sich mit der Chromat- 
lösung vergleichen, um so geringer werden die Differenzen der Ablesung. 
Am geeignetsten sind Lösungen, die bei 4+5—11 mm Dicke 8 mm Chromat- 
lösung entsprechen.!) Geben die kolorimetrischen Beobachtungen Werte 
unter 5mm, dann wird die Bestimmung wiederholt mit nur 5 cm® Harn, 
oder 25cm? Harn werden zuerst mit 25cm? Wasser verdünnt und .die 
Bestimmung wird mit 10 cm® verdünnten Harnes ausgeführt, oder die Be- 
stimmung wird mit 10 cm® des nicht verdünnten Harnes unter Anwendung 
von einem 1000 em® fassenden Meßkolben wiederholt. Gibt die kolorime- 
trische Bestimmung über 13 mm liegende Werte, so wird die Bestimmung 
an 20 cm3 Harn vorgenommen. 

Aceton, Acetessigsäure, Schwefelwasserstoff können die Reaktion stören, 
diese müssen daher, am besten durch Kochen des Harnes, entfernt werden. 
Die Störung durch die schnell verblassende Färbung des Acetons ist übrigens 
kaum nennenswert. Traubenzucker, Harnsäure geben die Reaktion nicht; 
organische wie unorganische Salze sind ebenfalls unschädlich. Hingegen 
hat die Temperatur einen zu beachtenden Einfluß auf die Reaktion: Die 
Lösung nimmt durch Temperaturzunahme eine dunklere Farbe an. Van 
Hoogenhyze und Verploegh benutzen daher zum Verdünnen der Lösung 
Wasser von 15°. Auch Mellanby weist auf die Wichtigkeit des Temperatur- 
einflusses hin. Die Lösungen, Kreatininlösung, Pikrinsäurelösung, Natron- 
lauge, sollen die gleiche Temperatur haben; eine Differenz von 2—3° stört 
das Resultat bereits. 

Was die Zeit der Ablesung anlangt, so ist im kolorimetrischen Wert 
kein Unterschied zu beobachten, wenn das Reaktionsgemisch auch einige 


1) Zur Folinschen Methode vgl. folgende Arbeiten: S. Weber, Physiologisches zur 
Kreatininfrage. Arch. f. exper. Pharm. u. Path. Bd. 58. S. 93 (1908). — van Hoogenhyze und 
H. Verploegh, Beobachtungen über die Kreatininausscheidung beim Menschen. Zeitschr. 
f. physiol. Chem. Bd. 46. S. 415 (1905). — Derselbe, Weitere Beobachtungen über die 
Kreatininausscheidung beim Menschen. Zeitschr. f. pbysiol. Chem. Bd. 57. S. 161 (1908). 
— Ed. Mellanby, Creatin and Creatinin. Journ. of Physiol. Vol. 36. p. 447 (1907/8). — 
A. Rothmann, Über das Verhalten des Kreatins bei der Autolyse. Zeitschr. f. physiol. 
Chem. Bd. 57. S. 140 (1908). — R. Gottlieb und R. Stangassinger, Über das Verhalten 
Ei Kreatins bei der Autolyse. Zeitschr. f. physiol. Chem. Bd. 52. S. 1 (1907). — D. Nöel 

’aton, On Folins Theorie of proteid metabolism. Journ. of Physiol. Vol. 33. p. 1 (1905/6). 
— @. Lefmann, Beiträge zum Kreatininstoffwechsel. Zeitschr. f. physiol. Chem. Bd. 57. 
S. 476, 478 (1908). — @. Dorner, Zur Bildung von Kreatin und Kreatinin im Orga- 
nismus, besonders der Kaninchen. Zeitschr. f. physiol. Chem. Bd. 52. S. 225, 228 (1907). 
— @. Benediet und V. €. Myers, The elimination of creatinine in women. Amer. Journ. 
of Phys. Vol. 18. p. 397 (1907). — Stangassinger, Über das Verhalten des Kreatins bei 
der Autolyse. Zeitschr. f. physiol. Chem. Bd. 55. S. 295, 297 (1908). — Bauer und Barschall, 
Arb. aus d. kais. Gesundheitsamte. Bd. 24 (1906). 
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Zeit gestanden hat; innerhalb einer halben Stunde kann nach Mellanby die 
Ablesung noch gut gemacht werden. Mit der Zeit blaßt jedoch die Farbe ab. 
Es sind verschiedene Kolorimeter in Anwendung gekommen.!) 

Das häufig benutzte Kolorimeter von Dubosg besteht aus zwei zylin- 
drischen Gefäßen, deren untere Fläche von unten her von einem Spiegel 
gleichmäßig beleuchtet wird und in welchen zwei zylindrische, durch plan- 
parallele Glasplatten geschlossene Röhren durch Schrauben verschiebbar 
sind, so daß man die Höhe der zu durchstrahlenden Schicht verändern 
kann. Aus dem Verhältnis der eingestellten Höhe der Tauchzylinder, bei 


Fig. 266. Fig. 267. 


welchen gerade gleich große Farbenintensität herrscht, ermittelt man die 
Konzentration der zu untersuchenden Lösung (Fig. 266 und 267). 

Ein billigeres Kolorimeter ohne Prismenverwendung benutzten @ott- 
lieb und Stangassinger bei ihren Untersuchungen. Das Prinzip des Apparates 
ist im folgenden skizziert (Fig. 268 und 269). 

Die von den Spiegeln $, $, reflektierten Lichtstrahlen passieren die 
gefärbten Flüssigkeitssäulen F\, F'\; sie treffen dann hälftiglich auf die ge- 
schwärzte Rückseite der Spiegel C, C,, wo sie absorbiert werden, hälftiglich 


1) Über Kolorimetrie vgl. das empfehlenswerte Werk: @. und H. Krüss, Kolori- 
metrie und quantitative Spektralanalyse. 2. Aufl, Hamburg und Leipzig 1909. 
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aber auf die Spiegel B, B,. Von B, B, werden die Strahlen nach ©, ©, 
reflektiert; nach abermaliger Zurückwerfung gelangen dieselben dann parallel 
nach A in das beobachtende Auge. Getrennt sind die Farbenteilfelder durch 
einen schmalen, schwarzen Strich, der durch Zusammenstoß der Spiegel 
C, C, entsteht. 

Das Kolorimeter stammt aus der Werkstatt von H. Runne in Heidel- 
berg. In nachstehender Fig. 269 ist es ?/, der natürlichen Größe dargestellt. 

Von der Fußplatte U gehen vier Pfeiler D, D,, D,, D, in die Höhe, 
die durch Schrauben mit der oberen, den schwarzen Kasten tragenden 
Platte O verbunden ist. Die Säulen D, D, sind mit Schraubengewinden 
von 1 mm Ganghöhe ausgestattet, auf denen die Schraubenmuttern E, E, 
auf- und abbewegt werden können. Der Umfang von E, E, ist in 10 Teile 
geteilt, mit Marken versehen und gestattet !/,, mm Ablesung. Durch Drehung 


Tig. 268. Fig. 269. 


der Schrauben #, E, wird das starre Trägergleitstück @, @, — bestehend 
aus Gleitrohr und Trägerplatte mit Ausschnitt — bewegt und die Höhen- 
änderung in dem Ausschnitt H, H, dieses Gleitrohres auf E, E, an der 
Millimeterskala abgelesen. Das Gleitstück trägt abnehmbar den zur Auf- 
nahme der Flüssigkeiten bestimmten und mit Ausguß versehenen Zylinder 
F, F,, dessen Boden durch eine planparallele Glasplatte gebildet wird. In 
diesen beweglichen Zylinder ragt eine engere, mit O0 starr verbundene 
Röhre R, R, hinein, die unten durch planparalleles Glas verschlossen ist. 
Liegen nun die beiden parallelen Glasplatten aufeinander, so erscheint der 
Kreis rein weiß und die Millimeterteilung auf D, D, und E, E, zeigt Null. 
Zur sicheren Führung gleitet die Trägerplatte noch in einer Nute auf D,; 
D, (in der Figur nicht deutlich sichtlich) vervollkommnet die Stabilität 
des Apparates. Der schwarze, auf O geschraubte Kasten birgt in seinem 
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Innern die aus Fig. 268 ersichtlichen Spiegel B, A, und ©, C,. Das Seh- 
loch A ist durch eine schwach gekrümmte Linse verschlossen. Zur Beleuch- 
tung der Spiegel S, S, wurde weißes diffuses Licht benutzt. 

Die Handhabung des Apparates ist sehr einfach. In den einen Zylinder € 
bringt man die gewählte Standardlösung und stellt mit Hilfe der Schraube E 
die gewählte Höhe der Flüssigkeitssäule zwischen den parallelen Platten 
der Zylinder © und R genau ein; in den anderen Zylinder ©, wird die ge- 
färbte Untersuchungsflüssigkeit gegeben und durch Heben oder Senken des- 
selben die zwischen €, und R, befindliche Flüssigkeitssäule bis zum Ein- 
tritt der Farbengleichheit der Teilfelder variiert. Die Höhe dieser dazu 
erforderlichen Flüssigkeitssäule wird dann abgelesen. 

Eine empfehlenswerte Anordnung geben ferner van Hoogenhyze und 
Verploegh an. Auch das Pleschsche Chromophotometer, das von Schmidt 
und Haensch in vorzüglichster Ausführung geliefert wird, eignet sich zu 
der kolorimetrischen Bestimmung sehr gut. 

Um das Kreatin neben dem Kreatinin nachzuweisen, wird zuerst 
der Gehalt an präformiertem Kreatinin festgestellt und in einer anderen 
Probe das Kreatin in Kreatinin übergeführt. Folin erhitzt zu diesem Zwecke 
10cm® Harn mit 5 cm® Normalsalzsäure auf dem Wasserbade 3 Stunden 
lang. Dadurch wird der Harn deutlich braun gefärbt, doch soll dies nach 
dem Verdünnen auf 500 em® die Bestimmung nicht stören. Über die zur 
Umwandlung am besten anzuwendende Säurekonzentration, wie auch über 
die Dauer der Erwärmung differieren die Angaben jedoch bei den ver- 
schiedenen Autoren, da in physiologischen Flüssigkeiten die Bedingungen 
andere als bei reinen Lösungen und auch nicht konstante sind. Jafe er- 
hitzt die Lösung mit 2—2'5°/, Salzsäuregehalt 3—4 Stunden lang auf 
dem siedenden Wasserbade. Gottlieb und Stangassinger fanden, dal) eine 
reine Kreatinlösung nach zweistündiger Erhitzung auf dem kochenden 
Wasserbade mit 456°/,iger Salzsäure oder 432°/siger Schwefelsäure nach 
21/, Stunden quantitativ in Kreatinin umgewandelt wurde. Beim ent- 
eiweißten Fleischextrakt wie im Harn war hingegen die 2'2°/,ige Salz- 
säurekonzentration und dreistündige Erhitzung das Geeignetste, wie auch 
nach den Erfahrungen von A. Rothmann im Blut und in den Filtraten 
von den Eiweißkoagulis der Autolysenversuche. Denediet und Myers er- 
hitzen den Harn mit der doppelten Menge Normalsalzsäure im Autoklaven 
ı/, Stunde auf 117°.) 

Zur Darstellung des Gesamtkreatinins (Kreatin + Kreatinin) 
aus den Muskeln wird nach Weber?) das fein zermahlene Fleisch mit viel 
1°/,iger Salzsäure aufgekocht und ca. 12 Stunden auf dem siedenden Wasser- 
bade stehen gelassen. Die Lösung erfolgt zum größten Teil. Nach Abkühlung 
wird die stark verdünnte Lösung unter Zusatz von wenig Zinksulfat vorsichtig 
neutralisiert, so von der Hauptmenge von Eiweiß befreit. Die Filterrückstände 


1) FC. Cook, Factors which influence the ereatinine determination. J. Amer. chem. 
Soc. T. 31. p. 673 (1909). 
lc: 
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werden nochmals wie oben mit Salzsäure behandelt. Die vereinigten Filtrate 
werden bei schwach essigsaurer Reaktion auf ein bestimmtes Volumen bei 
möglichst niedriger Temperatur eingedampft. Ein aliquoter Teil wird auf 
456°/,ige Salzsäure gebracht, 3 Stunden auf dem Wasserbad erhitzt und ko- 
lorimetrisch bestimmt. 

Mellanby*) verfährt bei der Bestimmung des Kreatinins folgenderweise: 
Der verriebene Muskel wird mit Alkohol und mit Wasser gründlich extra- 
hiert und die vereinigten Extrakte zur Trockene verdampft und der Rück- 
stand mit Alkohol ausgezogen. Dadurch geht das Kreatinin in Lösung, 
während Eiweißkörper und die meisten Salze zurückbleiben. Der alkoholische 
Extrakt wird nach dem Verdunsten auf 150cm? ergänzt, filtriert, ein ali- 
quoter Teil (100 cm?) auf dem Wasserbad verdampft, mit Wasser auf 50 
aufgefüllt und in der Flüssigkeit die Bestimmung nach Folin gemacht. Bei 
Umwandlung des Kreatins in Kreatinin ist es nötig, die zur Umwandlung 
nötige Säure vor der kolorimetrischen Bestimmung genau zu neutralisieren. 
Nach Mellanby ist es auch besonders beachtenswert, daß die nach dem 
Erhitzen auf dem Wasserbade zur Verwendung kommende Flüssigkeits- 
menge nicht etwa durch Auswaschen vergrößert werden dürfe. Lefmann ?) 
ging so vor, dab er die Jafesche Reaktion mit Pikrinsäure in dem gleichen 
Gefäß vornahm, in dem der Urin zwecks Überführung von Kreatin in 
Kreatinin mit Salzsäure erhitzt und neutralisiert worden war; danach 
setzte er so viel Wasser zu, als dem Volumen der ursprünglichen Urin- 
menge (gewöhnlich 20 cm?) entsprach. Nach dem Eintreten der Reaktion 
wurde die gesamte Flüssigkeitsmenge in einen Meßkolben von 500 em3 Inhalt 
gespült und zur kolorimetrischen Untersuchung verwendet. 

Zur Bestimmung des Kreatins und Kreatinins in Autolysenversuchen 
geben Gottlieb und Stangassinger?) das folgende Verfahren an: Die 
eiweißhaltigen Lösungen werden in 150 cm3 bzw. 300 em3 5°/,ige siedende 
UlNa-Lösung eingegossen , bei schwach essigsaurer Reaktion rasch aufge- 
kocht. Das auskoagulierte Eiweiß wird abfiltriert, mit siedendem Wasser 
gut nachgewaschen, das Filtrat davon wird in einem Mafßkolben auf be- 
stimmtes Volumen gebracht und in zwei Teile geteilt. In einer Filtrathälfte 
wird das vorhandene Kreatinin bestimmt. Dieselbe wird auf dem Wasser- 
bade unter Zusatz von Bariumkarbonat zur Nentralisierung der zuge- 
setzten verdünnten Essigsäure rasch zur Trockene gebracht. In der zweiten 
Hälfte des Eiweißfiltrates wird die Kreatin- plus Kreatininbestimmung 
ausgeführt. Diese zweite Filtrathälfte wird ohne Bariumkarbonat eingeengt 
und auf 100 cm3 mit dem Gehalte von 2°2°/, HCl gebracht. Die salzsaure 
Lösung wird nun zur Umsetzung des vorhandenen Kreatins drei Stunden 
auf einem lebhaft siedenden Wasserbade erwärmt; nach dieser Zeit wird 


SA 

”) Lefmann, Beiträge zum Kreatininstoffwechsel. Zeitschr. f. physiol. Chemie. 
Bd. 57. S. 479 (1908). 

») Gottlieb und Stangassinger, Über das Verhalten des Kreatins bei der Autolyse. 
Zeitschr. f. physiol. Chemie. Bd. 52. S. 12 (1907). 


Stoffwechselendprodukte: Nachweis u. Bestimm. d. Eiweißabbauprodukte ete. 793 


der Erlenmeyerkolbeninhalt in einer Schale, ohne die Lösung vorher zu 
neutralisieren, zur Trockene verdunstet. Der so erhaltene Trockenrückstand 
wird in wenig Wasser gelöst, bei Zimmertemperatur mit der erforderlichen 
Menge natronalkalischer Pikrinsäurelösung versetzt, nach 5 Minuten dauern- 
der Einwirkung derselben in einen Meßkolben gespült, auf das erforder- 
liche Volumen verdünnt, von den ausgeschiedenen kohligen Zersetzungs- 
produkten abfiltriert und die klare Lösung auf den Gesamtgehalt unter- 
sucht. Diese Autoren fanden in Übereinstimmung mit Jafe), daß die 
komplexe Zusammensetzung der Flüssigkeiten — wie des Harnes —, 
welche der siedenden Salzsäure zahlreiche Angriffspunkte liefert, das 
Kreatin vor der zerstörenden Einwirkung derselben schützt. Weiterhin 
sind folgende Beobachtungen zu erwähnen.) Eindampfen der Eiweißfiltrate, 
namentlich der Leberfiltrate, soll zur Vermeidung roter Farbenrück- 
stände, die die kolorimetrische | Bestimmung stören könnten, auf stark 
siedendem Wasserbade vorsichtig ausgeführt werden. Die Operation des 
Eindampfens darf zur Vermeidung von Kreatininverlusten nur bis zum 
eben beginnenden Trockenwerden des Schaleninhaltes ausgedehnt werden. 
Vor Anstellung der Jafeschen Reaktion wird der in Wasser aufgenommene 
Rückstand neutralisiert. Feinste Kohlepartikelchen, die trotz Filtrierens in 
der Lösung bleiben, scheinen auf die kolorimetrische Bestimmung keinen 
Einfluß auszuüben. Bei der rötlichen Eigenfarbe der eingeengten Lösungen 
(namentlich bei Leberextrakten) ermittelten Verfasser in einer Probe den 
durch die Nuance vorgetäuschten Kreatiningehalt und brachten diesen Wert 
nach Anstellung der ‚Jaffeschen Reaktion von der in einer zweiten Probe 
ermittelten Kreatininzahl in Abzug. Sind jedoch bei großen Kreatininmengen 
auch große Verdünnungen von etwa 1—4/ möglich, so braucht die Eigen- 
farbe wohl kaum mehr berücksichtigt zu werden. Bei der Umsetzung des 
Kreatins in Kreatinin soll man die Wirkung der Salzsäure nur durch 
Vergrößerung des Volumens 2'2°/,iger HCl, nicht aber durch Erhöhung 
der Konzentration steigern. Im Gegensatz zu Weber meinen Verfasser, 
daß die Umsetzung des Kreatins in Kreatinin bei richtiger Handhabung 
der Methode mit genügender Genauigkeit erfolgt und daß die Werte für 
das Gesamtkreatinin sogar insofern mehr Vertrauen verdienen als die 
kolorimetrische Bestimmung des präformierten Kreatinins, da durch die 
Salzsäurebehandlung verschiedene Stoffe aus der Reaktionslösung entfernt 
werden, die neben dem Kreatinin reduzierend auf alkalische Pikrinsäure 
einwirken können. 

Vorzüglich geeignet zur Enteiweißung und Entfärbung physioliogischer 
Flüssigkeiten (z. B. von Blut) bei der nachträglichen Kreatininbestimmung ist 
das „Eisenverfahren“ von Michaelis und Rona (vgl. Bd. I, S. 696), wobei das 
Kreatinin im farblosen, neutralen Filtrat quantitativ wiedergefunden wird.) 


') Jafe, Unters. ete. Zeitschr. f. physiol. Chemie. 48. S. 436 (1906). 

?) Stangassinger, Über das Verhalten des Kreatinins bei der Autolyse. Zeitschr. 
f. physiol. Chemie. Bd. 55. 5.297 (1908). 

») Noch nicht veröffentlichte Versuche von P. Rona. 
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Bezüglich der Bestimmung von Kreatin und Kreatinin in Fleisch 
vgl. u. a. A. D. Emmett und H. 8. Grindley.‘) 


Schwefel. 
Gesamtschwefel. 


Die Bestimmung des Gesamtschwefels im Harn erfolgt nach der 
Vorschrift von Salkowski?) wie folgt: 

25 cm? (bei konzentriertem Harn 25 cm? des mit dem gleichen Volumen 
Wasser verdünnten Harnes) werden auf dem Wasserbad in einer Platin- 
schale auf ein kleines Volumen eingedampft. dazu 20 9 Salpetermischung 
(3 Gewichtsteile Kalisalpeter, 1 Gewichtsteil Natriumkarbonat) vorsichtig 
von der Seite her mit einer Spiritusflamme bis zum völligen Schmelzen 
und Weißwerden der Schmelze erhitzt, die Schmelze in Wasser gelöst, in 
einen Kolben gegossen, nachgespült, in den Kolben vorsichtig und allmählich 
durch einen Trichter 100 cm? Salzsäure eingegossen, auf dem Sandbad bei 
aufgesetztem Trichter erhitzt, bis die Gasentwicklung ganz aufgehört hat; 
man überträgt die Flüssigkeit in eine Porzellanschale und dampft mit 
Salzsäure bis zur Trockene ein. Dieses Eindampfen des Rückstandes mit 
Salzsäure wiederholt man noch einige Male, um alle Salpetersäure zu ent- 
fernen und nimmt schließlich den Rückstand mit Wasser auf. Man filtriert 
von der Kieselsäure ab in ein Becherglas, wäscht das Filter gut aus, erhitzt 
auf dem Drahtnetz bis zum beginnenden Sieden, setzt vorsichtig 10 cm3 
heiße Chlorbariumlösung hinzu und verfährt wie weiter unten beschrieben 
bei der Bestimmung des Bariumsulfates. 

Nach Modrakowski®) ist die Schmelze vorteilhaft aus 1 Teil Salpeter 
auf ca. 2 Teile Soda zu bereiten. Bei 50 cm’ Urin geben 6—7g Soda und 
3—4 9 Salpeter immer eine schöne Schmelze. Die Zugabe erfolgt zwecks 
besserer Mischung zu dem uneingedampften Harn. Es ist nur notwendig, 
den Abdampfrückstand durch mehrstündiges Trocknen bei 110° wasserfrei 
zu machen. 


1) A. D. Emmett and H. S. Grindley, Chemistry of flesh. VI. Further studies on 
the application of Folins Creatin and Creatinin-Method to meats and meat-extracts. 
— Grindley and Woods, Journ. of Biol. Chem. Vol. 2. p. 309; Chem. Zentralbl. Jg. 1907. 
1. S.911; Journ. of Biol. Chem. Vol. 3. p. 491 (1907); vgl. Journ. Amer. Chem. Soe. 
Vol. 27. p. 658 (1905). Ferner vgl. dieses Werk. Bd. 2. S. 1060. | 

?) Salkowski, Practicum. 8.272; auch Zeitschr. f. phys. Chemie. Bd. 10. S. 346 
(1886); vgl. auch Rothera, Journ. of Physiology. Bd. 32. S. 175 (1905), der zur Schmelze 
folgende Mischung: 2 Teile K,CO,, 2 Teile Na,CO, und 1 Teil KNO, empfiehlt. 

®) @. Modrakoiwski, Über die Schwefelbestimmung im Harn mittelst Natriumper- 
oxyd. Zeitschr. f. physiol. Chem. Bd.38. S. 562 (1903). Vgl. Asboth, Neue Methode zur Be- 
stimmung des Schwefels in organischen Verbindungen. Chemikerzeitung. Bd. 19. S. 2040 
(1895). — Fr. Düring, Über die Schwefelbestimmung in verschiedenartigen animalischen 
Substanzen und in Haaren von Tieren verschiedenen Alters. Zeitschr. f. physiol. Chem. 
Bd. 22. S. 281 (1896). 
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Besser ist es, die Oxydation mit Natriumsuperoxyd zu bewirken. 
Die Oxydation mit Natriumsuperoxyd erfolgt nach Neumann und Meinertz') 
folgendermaßen : 

1 g Substanz (z. B. Casein) wird mit 5 g Kaliumnatriumkarbonat und 
2:5 g Natriumsuperoxyd in einem Nickeltiegel von etwa 100 cm® Inhalt innig 
vermenget und über einer kleinen Gasflamme ca. 1 Stunde erhitzt, bis die 
Mischung völlig zusammengesintert ist. Nach kurzer Abkühlung, ca. nach 
5 Minuten, werden wieder 2?/, 9 Peroxyd zugesetzt, dann wird mit kleiner 
Flamme noch einmal ca. 1 Stunde erwärmt, und zwar bis die Hauptmenge 
sich verflüssigt hat. Hierauf entfernt man den Gasbrenner, gibt noch 29 
Peroxyd hinein und glüht ca. '/, Stunde, indem man die Flamme stark 
nimmt. Der Tiegel bleibt dauernd bedeckt. — Die erkaltete Schmelze hat 
infolge geringer Mengen beigemengten Nickeloxyds eine grünlichgraue Farbe. 
Sie wird im Tiegel mit Wasser übergossen und (wegen der Gasentwicklung) 
bedeckt mit kleiner Flamme bis zur Lösung erhitzt. Die Flüssigkeit wird 
in ein Becherglas überspült, mit bromhaltiger Salzsäure vorsichtig (Bedecken 
mit einem Uhrglas!) sauer gemacht und nun auf dem Wasserbade einige 
Zeit erhitzt, wobei eine klare, grünliche Lösung entsteht. Die Flüssigkeit 
wird mit Bariumchlorid gefällt, das BaSO, nach dem Glühen gewogen. 

Bei leicht verbrennlichen Substanzen muß man besonders anfangs 
wenig (ca. 19) Peroxyd nehmen. 

Das Verfahren läßt sich für den Harn anwenden, indem man vorher 
25—50 cm? Harn im Nickeltiegel bis zum Sirup eindampft. Modrakowski ?) 
verfährt so: 

In eine Nickelschale (nicht Porzellanschale) gibt man zunächst 1—2y 
Na, 0, und läßt 50cm? Harn langsam zufließen. Nun dampft man die 
Flüssigkeit auf dem Wasserbade bis zur Sirupkonsistenz ein und setzt vor- 
sichtig weitere 2—3 9 Na, , in kleinen Mengen unter Umrühren zu. Wenn 
die Reaktion ruhiger wird, entfernt man die Schale vom Wasserbade und 
erwärmt mit Spiritusbrenner, bis die Entwicklung von Wasserdampf auf- 
hört. Dann erhitzt man über einer starken Spiritusflamme, nötigenfalls 
unter nochmaligem Zusatz von 1—3 y Na, O,. Die Masse bildet jetzt braune 
Tropfen und ist schließlich diekflüssig; damit ist die Reaktion beendet. 
Nach dem Erkalten löst man die Schmelze in heißem Wasser, filtriert (das 
Filtrat muß wasserklar sein) und säuert schwach mit Salzsäure an. Dann 
folgt die Fällung mit Chlorbarium. 


'!) Neumann und Meinertz, Zur Schwefelbestimmung mittelst Natriumperoxyld. 
Zeitschr. f. physiol. Chem. Bd. 43. 8.37 (1904/5). 

®) @. Modrakowski, Über die Schwefelbestimmung im Harn mittelst Natriumper- 
oxyd. Zeitschr. f. physiol. Chem. Bd. 38. S. 562 (1903). Vgl. Asboth, Neue Methode zur 
Bestimmung des Schwefels in organischen Verbindungen. Chemikerzeitung. Bd. 19. S. 2030 
(1895). — Fr. Düring, Über die Schwefelbestimmung in verschiedenartigen animalischen 
Substanzen und in Haaren von Tieren verschiedenen Alters. Zeitschr. f. physiol. Chem. 
Bd. 22. S. 281 (1896). 
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Von Folin') ist die Natriumsuperoxyd-Methode folgendermaßen 
modifiziert worden. 

In einem großen Nickeltiegel (200—250 em3 Inhalt) werden 25 cm® 
Harn (wenn sehr verdünnt 50 em®) mit ca. 39 Na, 0, bis zur Sirupkonsistenz 
eingedampft und vorsichtig zur Trockene gebracht. Der erkaltete Rückstand 
wird mit 1—2 cm? Wasser befeuchtet, mit 7 g Natriumsuperoxyd versetzt 
und etwa 10 Minuten bis zum vollständigen Schmelzen erhitzt. Nach dem 
Erkalten während einiger Minuten löst man das Gemisch durch wenigstens 
ı/,stündiges Erhitzen mit 100 cm? Wasser, spült die Lösung in einen Erlen- 
meyerkolben von 400—450 cm®, verdünnt mit heißem Wasser auf ca. 250 cms, 
setzt zu der fast kochenden Lösung langsam konzentrierte Salzsäure, bis 
das Nickeloxyd gerade gelöst ist (auf 8 g Peroxyd 18 cm® Säure), filtriert 
nach dem Erkalten, fügt zum Filtrate 5 em® verdünnten Alkohol (1 Teil 
Alkohol, 4 Teile Wasser), kocht noch einige Minuten lang und fügt dann 
10 cms 10°/,ige Bariumchloridlösung tropfenweise hinzu. Nach zweitägigem 
Stehenlassen in der Kälte wird das Bariumsulfat durch Wägung bestimmt. 

In neuester Zeit führen Abderhalden und Funk?) die Natriumsuper- 
oxydmethode in folgender Weise aus: 10 cm® Harn werden mit wenig Soda 
und 0'4g reinem Milchzucker in einem Nickeltiegel auf dem Wasserbade 
zur Trockene verdampft. Der Rückstand wird nun mit 649g Natriumsuper- 
oxyd mit Hilfe eines Platinspatels gut gemischt. Nachdem der Tiegel in 
einer Porzellanschale in kaltes. Wasser eingetaucht worden ist — das Wasser 
soll den Tiegel bis zu drei Viertel seiner Höhe bedecken —, wird sein 
Inhalt mit einem durch das im Deckel des Tiegels befindliche Loch ein- 
geführten elühenden Eisennagel entzündet. Nach dem Erkalten wird der 
Tiegel umgestürzt, die Porzellanschale rasch mit einem Uhrglas bedeckt 
und nunmehr der Inhalt der Schale und des Tiegels quantitativ in ein 
Becherglas übergeführt. Die weitere Verarbeitung ist die gewöhnliche. Die 
Flüssigkeit wird mit Salzsäure angesäuert und die Schwefelsäure mit Barium- 
chlorid gefällt. 

Verfasser haben nach dieser Methode stets sehr gute Werte erhalten. 
Sie läßt sicht sehr rasch durchführen. Die Verbrennung ist eine vollständige, 
wenn das Eintrocknen des Harns nur auf dem Wasserbade erfolgt. Wird 
dagegen der Rückstand im Trockenschrank oder im Exsikkator noch weiter 
getrocknet, so bleiben bei der Oxydation mit Natriumsuperoxyd leicht Spuren 
von Kohlenpartikelchen zurück. Es empfiehlt sich daher, den Harn nur 
auf dem Wasserbade einzudampfen und den Rückstand sofort mit Natrium- 
superoxyd zu mischen. 


1) Folin, On sulphate and sulphur determinations. Journ. f. biol. Chem. Bd. 1. 
S.131 (1906). — Vgl. auch: Folin, The determination of total sulphur in urine. Journ. 
Amer. chem. Soc. Vol. 31. p. 284 (1908) und J. W. Gill und H. S. Grindley, The deter- 
mination of total sulphur in urine. Journ. Amer. chem. Soc. Vol. 31. p. 52. 

2) E. Abderhalden und (©. Funk, Die Schwefelbestimmung im Urin. Zeitschr. f. 
physiol. Chem. Bd.58. 8.331. Vgl. hierzu: H. Pringsheim, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 
Bd. 41. S. 4267 (1908). 
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Die Bestimmung des Gesamtschwefels auf nassem Wege erfolgt 
bequem nach dem von Konschegg modifizierten Verfahren von Schulz!) 
5—10.cm® Harn werden in einem Kjeldahlkolben von 300 em® Inhalt mit 
ebensoviel rauchender Salpetersäure und 1—2 cm? einer 20°/,igen KNO,- 
Lösung versetzt, das Reaktionsgemisch zuerst über freier Flamme und bei 
Entwicklung weißer Dämpfe über einem Drahtnetz erhitzt so lange, bis keine 
Dampfentwicklung mehr statthat und sich am- Halse des Kolbens keine 
Flüssigkeitstropfen mehr zeigen (etwa !/, Stunde). Nach dem Erkalten wird 
der Kolbeninhalt mit Wasser und Salzsäure versetzt, aufgekocht, die klare, 
farblose Lösung quantitativ in ein Becherglas gespült, die gebildete Schwefel- 
säure, ohne vorher die Salpetersäure mit’Salzsäure abzudampfen, mit Barium- 
chlorid in der Siedehitze gefällt.?) 


Gesamtschwefelsäure. 


Nach Salkowski®): 100 cm? (bei konzentriertem Harn 50 em3 und 50 em? 
Wasser) filtrierter, ganz klarer Harn werden mit 10 cm® Salzsäure (spez. 
Gew. 1:12) im Becherglas auf dem Drahtnetz zum Sieden erhitzt, ca. 10 Minuten 
in gelindem Sieden erhalten (dabei werden auch die gepaarten Schwefel- 
säuren gespalten), dann die Flamme entfernt und nach einigen Minuten 
vorsichtig mit 10—15 cm: vorher erhitzter Chlorbariumlösung versetzt, 
dann am besten bis zum nächsten Tage stehen gelassen, damit das Barium- 
sulfat sich gut absetzt. Oder man erhitzt das Becherglas so lange auf dem 
Wasserbad, bis der schwefelsaure Baryt sich abgesetzt hat und die Flüssig- 
keit ganz klar erscheint. Man filtriert eventuell nach dem Erwärmen auf 
dem Wasserbad durch ein kleines, aschefreies, dichtes Filter von 9 cm Durch- 
messer und bringt den Niederschlag mit Hilfe des Gummiwischers voll- 
ständig auf das Filter. Das Filtrat muß ganz klar sein; ist es nicht so, 
so klärt man es durch wiederholtes Zurückgießen auf das Filter. Das Filtrat 
wird mit Schwefelsäure auf genügenden Chlorbariumzusatz geprüft; man 
wäscht den Niederschlag mit warmem Wasser bis zur Chlorfreiheit, gießt 
das Filter zur Entfernung von Farbstoff und Trocknung ein- bis zweimal 
voll Alkohol absolut., dann einmal mit Äther. °— Zur Bestimmung des 


1) Hugo Schulz, Die quantitative Bestimmung des Gesamtschwefels im Harn. Pflügers 
Arch. Bd.121. S. 114 (1908). — Konschegg, Pflügers Arch. Bd. 123. S. 274 (1908). — Öster- 
berg und Wolff, Biochem. Zeitschr. Bd. 9. S. 307 (1908). — H. Schulz, Eine Methode zur 
Bestimmung des Gesamtschwefels im Harn. Pflügers Arch. Bd. 57. S. 57 (1894). — P. Mohr, 
Über Schwefelbestimmung im Harn. Zeitschr. f. physiol. Chem. Bd. 20. S. 556 (18%). Vgl. 
hierzu auch die Anwendung von Cuprinitrat als Oxydationsmittel: St. R. Benedikt, Über 
die Bestimmung des Gesamtschwefels im Harn. Journ. of Biol. Chem. Vol. 6. p. 363 (1909). 

2) Zur Bestimmung des Gesamtschwefels im Harn vgl. auch: Stanley Ritson, 
A comparison of the methods for the estimation of total sulphur in urine. The Bio- 
chemical Journ. Bd.4. S.337 (1909) und The use of Barium peroxyd in the estima- 
tion of total sulphur in urine. Ebenda. $. 343. 

3) E. Salkowski, S.273 und Über die quantitative Bestimmung der Schwefelsäure 
und der Ätherschwefelsäure im Harn. Zeitschr. f. physiol. Chem. Bd. 10. S. 346 (1886). — 
E. Salkowski, Über die Entstehung der Schwefelsäure und das Verhalten des Tannins 
im tierischen Organismus. Virchows Arch. Bd.58. S.469 (1873). 
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Bariumsulfates bringt man das nach einigen Minuten völlig trockene Filter 
samt Niederschlag in einen gewogenen Platintiegel, erhitzt anfangs bei fast 
völlig aufgelegtem Deckel gelinde, dann bei etwas weiterer Öffnung stark 
ca. 5 Minuten, jedenfalls so lange, bis der Inhalt des Tiegels völlig weiß 
erscheint, läßt erkalten und wägt. Das geglühte Bariumsulfat glüht man 
mit einigen Tropfen H, SO, nochmals und wägt. Man dampft das in den 
Platintiegel gebrachte BaSO,, erhitzt zuerst langsam, dann glüht man. Ge- 
fundenes Gewicht mit 0'4206 multipliziert = H; SO,. 

Nach Folin.) 

1. Fällung in der Kälte. 25 cm3 Harn und 20 cm3 verdünnte Salz- 
säure (1 Teil HCl von 120 spez. Gew. und 4 Teile Wasser) oder 50 cm® 
Harn und 4 cm? konzentrierte HCl werden in einem Erlenmeyerkolben von 
200— 250 em? Inhalt 20— 50 Minuten (nicht weniger als 20) gelinde, ruhig 
gekocht. Es ist gut, den Kolben während des Kochens mit einem Uhr- 
gläschen bedeckt zu halten. Der Kolben wird 2—3 Minuten in fließendem 
Wasser gekühlt, der Inhalt mit kaltem Wasser zu ca. 150 cm® verdünnt. 
Zu dieser kalten Lösung gibt man dann 10 cm? 5°/,ige Ba Cl,-Lösung, ohne 
daß während des Zusatzes geschüttelt wird. Sonst wird wie bei den an- 
organischen (siehe unten) Sulfaten verfahren. 

2. Fällung in der Hitze. Das Erhitzen mit Salzsäure wird wie 
oben angegeben ausgeführt. Nach 20—30 Minuten wird der siedende Harn 
mit heißem Wasser zu ca. 150 cm? verdünnt. Die Mischung wird noch ein- 
mal zu dem Siedepunkt erhitzt, vom Feuer weggenommen und gleich mit 
5 cm? 10°/,iger Ba Ul,-Lösung gefällt. Die Ba Cl,-Lösung muß immer tropfen- 
weise zugefügt werden. Man filtriert etwa nach zweistündigem Stehen, 
wenn die Mischung Zimmertemperatur angenommen hat. Sonst verfährt 
man wie bei den anorganischen Sulfaten. 


Ätherschwefelsäuren. 


Die Ätherschwefelsäuren bestimmt Salkowski direkt nach folgender 
Vorschrift: 

Man mischt gleiche Volumina je 75 cm® oder je 100 cm® Harn und 
alkalische Chlorbariumlösung (Gemisch von 2 Volumen Barytwasser und 
1 Volumen Chlorbariumlösung) in einem trockenen Becherglas unter gutem 
Umrühren, filtriert nach einigen Minuten durch ein nicht angefeuchtetes 
Filter in ein trockenes Gefäß. Von dem klaren Filtrat, das nur die in Form 
der ätherschwefelsauren Salze vorhandene Schwefelsäure enthält (beim 
Stehen tritt nachträglich Trübung ein durch Bildung von Bariumkarbonat), 
mißt man 160 cm> ab, neutralisiert mit HCl, setzt dann noch 10 cm® 
10°/,ige Salzsäure hinzu und verfährt dann, wie bei der Bestimmung der 


') Folin, On sulphate and sulphur determinations. Journ. f. biol. Chem. Bd. 1. 
S. 131 (1906). — Vgl. auch: Folin, The determination of total sulphur in urine. Journ. 
Amer. chem. Soc. Vol. 31. p. 284 (1908) und J. W. Gill und H.S. Grindley, The deter- 
mination of total sulphur in urine. Journ. Amer. chem. Soc. Vol. 31. p. 52 (1908). 
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Gesamtschwefelsäure, nur fällt der weitere Zusatz von Chlorbarium fort; 
der nach '/,stündigem Kochen der Flüssigkeit ausgeschiedene schwefelsaure 
Baryt wird wie oben behandelt. Die Differenz zwischen dieser Schwefel- 
säure und zwischen der Gesamtschwefelsäure entspricht der Schwefelsäure- 
menge, die in Form von präformierter Schwefelsäure vorhanden ist. 

Folin hingegen bestimmt die Menge der Ätherschwefelsäuren aus der 
Differenz zwischen Gesamt- und anorganischen Schwefelsäuren. 

Die direkte Bestimmung der anorganischen Sulfate wird nach ihm 
wie folgt ausgeführt. 

Ungefähr 100 cm® Wasser (nicht weniger), 10 cm® verdünnte Salzsäure 
(1 Volumen konzentrierter HCl zu 4 Volumen Wasser) und 25 cm® Harn 
werden in einen Erlenmeverkolben von 200—250 em® Inhalt gefüllt. Wenn 
der Harn verdünnt ist, sind statt 25 cm® 50 cm® und entsprechend weniger 
Wasser zu nehmen. Dann werden 10 em3 5°/,ige Bariumchloridlösung während 
einer Stunde tropfenweise durch einen Tropftrichter oder Kapillare zugefügt. 
Während des Zusatzes von Bariumchlorid soll die Urinlösung nicht geschüttelt, 
gerührt oder auf eine andere Weise aufgewirbelt werden. Nach einer Stunde 
oder später wird die Mischung umgerührt, aufgeschüttelt und durch einen 
Goochtiegel filtriert. Der Niederschlag wird mit ca. 250 em® kaltem Wasser 
gewaschen, getrocknet und geelüht. Bei dem Glühen darf die Flamme den 
durchlöcherten Boden des Tiegels nicht berühren, auch nicht dessen Seite; 
man setzt den Tiegel am besten auf den Deckel von gewöhnlichen Platin- 
tiegeln. Der Deckel wird auf ein Dreieck gesetzt, und der Tiegel steht auf- 
recht, während die Flamme gegen den Platindeckel gerichtet ist. 10 Minuten 
Glühen genügt, wenn nicht organische Substanz anwesend ist. 

Wenn viel Urin angewendet werden kann, so kann die Bestimmung der 
Ätherschwefelsäuren nach Folin auf folgende Weise ausgeführt werden: 

125 cm® Urin werden mit 75 cm® Wasser und 30 cm? verdünnter Salz- 
säure (1:4) versetzt. Die Mischung wird in der Kälte durch Zusatz von 
20 cm® 5°/,iger BaCl,-Lösung mittelst eines Tropftrichters versetzt. Nach 
einstündigem Stehen wird die Lösung durch ein trockenes Filter filtriert, 
125 cm® des Filtrates gelinde, nicht weniger als 30 Minuten gekocht, ab- 
kühlen lassen, filtriert, gewaschen und wie üblich geglüht. 


Neutraler Schwefel. 


Zu dem im Harn neben dem vollkommen oxydierten sauren Schwefel 
vorkommenden „neutralen“ Schwefel!) gehören eine Reihe von Verbin- 
dungen: Rhodanwasserstoffsäure, unterschweflige Säure, die „Proteinsäure“- 
Gruppe, Abkömmlinge des Oystins, Schwefelwasserstoff, Äthylsulfid. Me- 
thylmercaptan. 

Der neutrale Schwefel wird bestimmt, indem man von der nach 
Oxydation des Harnes gefundenen Menge Schwefelsäure diejenige der Ge- 


!) E. Salkowski, Über die Entstehung der Schwefelsäure ete. Virchows Archiv. 
Bd. 58. S. 172 (1873). 
Abderhalden, Handbuch der biochemischen Arbeitsmethoden. IIT. 51 
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samtschwefelsäure, die in einer anderen Portion bestimmt wird, abzieht. 
Oder man oxydiert das bei der Bestimmung der Gesamtschwefelsäure 
gewonnene Filtrat. Bei Abwesenheit von unterschwefliger Säure wird 
dies nach Salkowski so ausgeführt, dal) man das Filtrat von 50 em? ausge- 
fälltem Harn samt dem Waschwasser zur Trockene verdunstet, die wässe- 
rige Lösung des Rückstandes nach Zusatz der Salpetermischung in einer 
Platinschale zur Trockene bringt und den Rückstand bei niederer Tempe- 
ratur schmilzt. Die Schmelze löst man in Wasser, filtriert die Lösung von 
kohlensaurem Baryt ab und wäscht diesen mit Wasser aus. Löst sich 
der kohlensaure Baryt nicht vollständig in Salzsäure, so ist ihm noch 
schwefelsaurer Baryt beigemengt und er muß durch abermaliges Schmelzen 
mit kohlensaurem Natrium ganz aufgeschlossen werden. Im Filtrat und 
Waschwasser ist die Schwefelsäure wie üblich zu bestimmen. 

Nach L. Hess!) wird die Bestimmung des neutralen Schwefels so 
ausgeführt, daß das nach dem Ausfällen der gesamten Schwefelsäure [das 
Aufkochen der mit HÜl und BaCl, versetzten Harnmenge (mindestens 
500 em?) und das Digerieren auf dem Wasserbad (mindestens 6 Stunden) 
wird in einem Kolben vorgenommen, der einen mit Pyrogallussäure und 
Lauge beschickten Kugelapparat trägt] zurückbleibende Filtrat mit Natron- 
lauge stark alkalisch gemacht und in die Lösung Chlorgas bis zur 
Sättigung eingeleitet wird. Das Gefäß bleibt während des Einleitens mit 
dem Uhrglas bedeckt. Einige Stunden später wird mit reiner Salzsäure 
angesäuert, das Chlor durch Erhitzen verjagt, der sich ausscheidende, feine 
Niederschlag von schwefelsaurem Barium wie üblich bestimmt. 

Ein Teil des neutralen Schwefels ist der „leicht abspaltbare“ Schwefel 
und kann wie bei den Eiweißkörpern durch Kochen des Harnes mit alka- 
lischer Bleiacetatlösung unter Zusatz von Zink nachgewiesen werden.?) 

Statt Gummistopfen sind hierbei am besten mit Stanniol überzogene 
Korkstopfen zu verwenden. 


1) L. Hess, Methode zur Bestimmung des neutralen Schwefels im Harn. Berliner 
klin. Wochenschr. Bd. 45. S. 1452. 

2) Vgl.: F. N. Schulz, Die Bindungsweise des Schwefels im Eiweiß. Zeitschr. f. 
physiol. Chem. Bd. 25. S. 16 (1898). — Petry, Über die Ausscheidung von leicht abspalt- 
barem Schwefel durch den Harn. Zeitschr. f. physiol. Chem. Bd. 30. S. 45 (1900). — K.@. 
H. Mörner, Zur Kenntnis der Bindung des Schwefels in den Proteinstoffen. Zeitschr. f. 
physiol. Chem. Bd. 34. S. 211 (1901). Bezüglich Methylmercaptan vgl.: L. Nencki, Das 
Methylmercaptan ‚als Bestandteil der menschlichen Darmgase. Monatshefte. Bd. 10. 
S. 862 (1889). — M.Nencki, Arch. f. exper. Path. Bd. 28. S. 206 (1891). — Rubner, Über 
das Vorkommen von Mercaptan. Arch. f. Hygiene. Bd.19. S.136 (1893). Bezüglich Cystin: 
Goldmann und Baumann, Zur Kenntnis der schwefelhaltigen Verbindungen des Harnes. 
Zeitschr. f. physiol. Chem. Bd. 12. S. 254 (1888); Bd. 9. S.260 (1885). — Br. Mester, 
Beitrag zur Kenntnis der Cystinurie. Bd. 14. S. 108 (1890). — Baumann und Udransziy, 
Weitere Beiträge zur Kenntnis der Cystinurie. Bd.15. S. 75, 87 (1891) und den Ab- 
schnitt „Aminosäuren“. Bezüglich Äthylsulfid vgl.: Abel, Über das Vorkommen von 
Äthylsulfid im Hundeharn ete. Zeitschr. f. physiol. Chem. Bd. 20. S. 253 (1895); ferner 
Huppert, Analyse. 10. Aufl. S.54 (1897). 
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Zur Bestimmung der Thioschwefelsäure (H,S,0,) werden 
nach Salkowskit) 100 cm® Harn mit 10 cm® Salzsäure von 1’ 12 spez. Gew. 
auf !/,—!/, abdestilliert. Dabei spaltet sich die unterschweflige Säure voll- 
ständig in Schwefel und schweflige Säure. Enthält der Harn Thioschwefel- 
säure, so tritt im obersten Teil des Kühlrohres ein charakteristischer Be- 
schlag — bei Spuren nur ein bläulichweißer Hauch — von Schwefel auf. 
In das Destillat geht schweflige Säure über, die durch Zink und Salz- 
säure zu Schwefelwasserstoff reduziert wird. Man verführt am besten so, 
dal) man zuerst ein Zinkstäbchen in einem Schälchen mit Salzsäure über- 
gießt, dann mit Wasser nachwäscht, nunmehr das Zinkstäbchen im Reagenz- 
glas mit Salzsäure übergießt und das sich entwickelnde Wasserstoffgas 
mittelst mit basischem Bleiacetat getränktem Filtrierpapier auf Schwefel- 
wasserstoff prüft. Ist das Gas frei von Schwefelwasserstoff, so setzt man 
jetzt das Destillat dazu, erwärmt gelinde und läßt eine halbe Stunde ruhig 
stehen: Bräunung resp. Schwärzung des Bleiacetatpapiers beweist die Gegen- 
wart von schwefliger Säure. 

Ein eventuell vorhandener geringer Gehalt an Schwefelwasserstoff ist 
in der Regel bei Anstellung der Reaktion auf schweflige Säure mit Zink und 
Salzsäure nicht störend. Der Schwefelanflug bildet sich noch, wenn im Liter 
Harn 0:1 g der Säure vorhanden ist. Noch kleinere Mengen sind nach- 
weisbar, wenn man das Bleisalz der Säure bearbeitet. Man fällt mit Blei- 
essig, läßt absitzen, filtriert, bringt den Filterrückstand in einen Kolben, 
versetzt reichlich mit HU] und destilliert. 

Ein anderes Verfahren beruht darauf, dab die Thioschwefelsäure 
beim Behandeln mit Silber einen Niederschlag von thioschwefelsaurem 
Silber bildet. Dieses Salz zerfällt beim Stehen, ganz sicher und vollständig 
aber beim Erhitzen in Schwefelsilber und schwefelsaurem Silber, welches in 
den hier in Betracht kommenden Mengen in Lösung geht. Nach W. Presch ?) 
werden 100 cm® (oder mehr) Harn mit Bariummischung zur Entfernung 
der präformierten Schwefelsäure gefällt, vom BaSO, abfiltriert, das Filtrat 
mit kohlensaurem Ammoniak unter Zusatz von NH, völlig ausgefällt, stehen 
gelassen, vom BaCO, abfiltriert, das Filtrat mit-Salpetersäure neutralisiert, 
mit Silbernitrat versetzt und gelinde erwärmt. Man läßt stehen, filtriert 
und fügt zu dem stark eingeengten Filtrat salpetersaures Baryt zu. Es zeigt 
sich dann zuweilen sofort, häufig erst beim Stehen ein Niederschlag aus 
Chlorsilber und aus Barytsalzen. Chlorsilber und Bariumnitrat werden 
durch Ammoniak und durch Waschen mit Wasser entfernt. Restierendes 
schwefelsaures Baryt beweist Thioschwefelsäure. Es lassen sich auf diese 
Weise 4 eng Natriumthiosulfat in 100 cm? Harn nachweisen. 


1) E. Salkowski, Über das Verhalten der Isaethionsäure im Organismus und den 
Nachweis der unterschwefligen Säure im Harn. Pflügers Arch. Bd. 39. S. 209 (1886). 

®) W. Presch, Über das Verhalten des Schwefels im Organismus und den Nach- 
weis der unterschwefligen Säure im Menschenharn. Verchows Archiv. Bd. 119. S. 148, 
156 (1890). Über Darstellung der Thioschwefelsäure vgl. Schmiedeberg, Arch. d. Heil- 
kunde. Bd. 8. S. 422 (1867). 
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Rhodanwasserstoff, CNSH. 


Man fällt nach /. Munk!) 200 cm? Harn mit salpetersaurem Silber 
unter Zusatz von Salpetersäure vollständig aus. Der abfiltrierte Niederschlag 
wird in Wasser verteilt, durch Einleiten von Schwefelwasserstoff zerlegt, 
filtriert und destilliert. Man prüft das Destillat auf Blausäure, die bei der 
Destillation von Rhodanwasserstoff entstanden war, oder man engt nach 
Bruylants 2) 200 cm? Harn bei schwach soda-alkalischer Reaktion auf ?/, ein, 
säuert mit 10 cm konzentrierter Salzsäure an und schüttelt mit Äther aus. 
Der mit Tierkohle entfärbte Äther gibt mit Eisenchlorid Rotfärbung von 
Rhodaneisen. 

Zur quantitativen Bestimmung des Rhodanwasserstoffes fällt 
Munk 100 cem® Harn unter Zusatz von Salpetersäure und Silbernitrat voll- 
ständig aus, und bestimmt im gewaschenen Niederschlag durch Schmelzen mit 
Soda und Salpeter den Schwefel, aus dessen Menge die des Rhodanwasser- 
stoffes berechnet wird. 1 Teil BaSO, = 0'253 UONSH. 

Lang°) verfuhr in der Weise, daß der Harn zuerst nach Volhard 
titriert wurde. So wurde die Gesamtmenge der im Harn enthaltenen Chloride 
und Rhodanide ermittelt. Dann wurde die gleiche Menge Harn in der 
Platinschale unter Zusatz chlorfreien Salpeters vorsichtig verascht und in 
der Asche das Chlor bestimmt; die Differenz beider Bestimmungen ergibt 
die Menge der vorhandenen Rhodanwasserstoffsäure. 

Zur quantitativen Bestimmung vgl. auch das Verfahren von Rupp.*) 
Dieses wird nach Edinger und Clemens?) wie folgt ausgeführt. 

50—100 cm? klarer, eiweififreier Harn werden mit sehr er 
Salpetersäure angesäuert, mit 3°/,iger Silbernitratlösung im Überschuß (etwa 
100 cm?) versetzt. Man erwärmt etwa 10 Minuten auf dem Wasserbad, 
damit der Niederschlag sich gut absetzt, eventuell unter Zusatz von etwas 
Kieselgur, saugt den Niederschlag ab, wäscht mit salpetersäurehaltigem 
Wasser aus und brinst ihn samt Filter und etwas Wasser in eine etwa 
12 fassende weithalsige Glasstopfenflasche. Dann fügt man bis zur alka- 
lischen Reaktion der Flüssigkeit Natriumbikarbonat (etwa 3 9) und 3 9 Jod- 
kalium hinzu, um das Chlorsilber in Jodsilber überzuführen, löst die Salze 
durch sanftes Umschwenken, verteilt mit einem Glasstabe den Nieder- 
schlag und das Filter möglichst fein und läßt so lange eine bekannte 


1) 1. Munk, 1. Quantitative Bestimmung des Schwefeleyansäuregehaltes im Speichel. 
2. Über das Vorkommen von Sulfocyansäure im Harn nnd ihre quantitativen Verhältnisse. 
Virchows Arch. Bd. 69. S. 350 (1877). — W. J. Smith-Jerome, Über eine abnorme Schwefel- 
ausscheidung bei einer Hündin. Pflügers Arch. Bd. 60. 8. 233 (1895). — L. Pollak, Über das 
Schicksal der Rhodanate im tierischen Organismus. Hofmeisters Beitr. Bd. 2. S. 430 (1902). 

®2) Nach Maly, Jg. 1888. S. 135. 

5) Vgl. S. Lang, Über die Umwandlung des Acetonitrits und seiner Homologen 
im Tierkörper. Arch. f. exper. Pharm. Bd. 34. S. 246, 253 (1894). 

4) E. Rupp und A. Schiedt, Über die Jodometrie des Rhodanwasserstoffs. Ber. d. 
Deutsch. chem.Ges. Bd. 35. S. 2191 (1902). 

5) Edinger und Clemens, Weitere Untersuchungen über die Bedeutung der Rho- 
danverbindungen im Tierkörper. Zeitschr. f. klin. Med. Bd. 59. S. 218 (1906). 
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Menge '/,, n-Jodlösung hinzufließen, bis die Flüssigkeit deutlich braun 
gefärbt bleibt (im allgemeinen 20cm°). Man läßt die gut verschlossene 
Flasche in einem dunklen Raume 2 Stunden stehen, säuert mit 10°/,iger 
Salzsäure vorsichtig an, fügt Stärkelösung hinzu und titriert mit !/,, n-Thio- 
sulfatlösung zurück. 1 em® '/,, n-Jodlösung entsprechen 00009666 g UNS. 


Schwefelwasserstoff. 

Der Schwefelwasserstoff läßt sich durch seinen Geruch und an 
seiner Eigenschaft, essigsaures Blei zu schwärzen, erkennen. Zu seinem 
Nachweis wird der Kolben, in dem sich der Harn befindet, mit einem Kork 
verschlossen, in dessen unteres Ende ein mit Bleiessig und mit einem 
Tropfen Natronlauge besetzter Streifen Filtrierpapier eingeklemmt ist. — 
Geringste Mengen von Schwefelwasserstoff erkennt man auch, wenn man 
durch den Kolben, der auf dem Wasserbade auf ca. 50° erwärmt wird, un- 
gefähr 1 Stunde Luft durchsaugt. Die eintretende Luft wäscht man in ver- 
dünnter Natronlauge; in einer zweiten Flasche, die mit verdünnter Natron- 
lauge beschickt ist, wird der H, S adsorbiert. In der Lauge kann man den 
Schwefelwasserstoff auch quantitativ bestimmen, indem man das auf Zu- 
satz von Bleilösung ausgefällte Schwefelblei auf einem Filter sammelt, 
trocknet, im Platintiegel verbrennt, den Rückstand in etwas Salpetersäure 
löst, einige Tropfen Schwefelsäure zufügt, vorsichtig eintrocknet, dann glüht 
und wägt. Gefundenes Bleisulfat mal 01124 =H, 8. ') 


Eiweiß und nächste Umwandlungsprodukte. 


Zum Nachweis von Eiweiß im Harn dienen folgende Proben ’°): 

1. Kochprobe. Der sauer reagierende (falls nötig mit Salpetersäure ganz schwach 
sauer gemachte) Harn wird in einem Reagenzglas zum Sieden gebracht, dann schwach — 
mit 2—3 Tropfen einer 25°/,igen Essigsäure oder 10—20 Tropfen 25°/,iger Salpeter- 
säure — angesäuert. Bei Anwesenheit von Eiweiß entsteht ein flockiger Niederschlag. 

Man kann auch den Harn in siedendes Wasser unter Zusatz einer Spur Essig- 
säure eintropfen lassen ; bei eiweißhaltigem Harn entsteht eine rauchwolkenähnliche 
Trübung. L. de Jager®) empfiehlt folgende Ausführung der-Kochprobe: Zu 10 cm? Harn 
wird 1 cm? einer 10°/,igen Kaliumoxalatlösung zugesetzt und nach einigem Zuwarten 
durch doppeltes Filter, nötigenfalls wiederholt, filtriert, bis das Filtrat vollkommen klar 
ist. Eine Probe des Filtrats wird gekocht; entsteht ein Niederschlag, so ist mit Gewiß- 


!) Über Schwefelwasserstoff im Urin vgl. u. a.: Fr. Müller, Über Schwefelwasser- 
stoff im Harn. Berliner klin. Wochenschr. 1887, S. 405, 436; auch Spaeth, 1. e. S. 95. — 
I. Munk, Phys.-chem. Mitt. Virchows Archiv. Bd. 69. S. 354 (1877). 

®) Vor der Bestimmung des Eiweißes muß der Harn durch Filtrieren geklärt 
werden. Es muß darauf hingewiesen werden, daß die meisten Entfärbungsmittel, wie 
Tierkoble, Kaolin, Eisenhydroxyd, Magnesia usta, Talk, Kieselgur, Eiweiß adsorbieren, 
daher nicht angewandt werden dürfen. — Hier, wie auch in den übrigen Abteilungen dieses 
Abschnittes, konnte nur das Wesentlichste berücksichtigt werden. Ausführlichere Angaben 
indet man im klassischen Werke von Huppert-Neubauer-Vogel, Analyse des Harns. 
10. Aufl. 1898. Ausgezeichnete Werke sind Spaeth, Die chemische und mikroskopische 
Untersuchung des Harnes. 3. Auflage. Leipzig 1908 und Hoppe-Seyler-Thierfelder, Hand- 
buch der physiologisch- und pathologisch-chemischen Analyse. 8. Aufl. 1909. 

®) L. de Jager, Beiträge zur Harnchemie. Zeitschr. f. physiol. Chemie. Bd. 62. 
$. 333 (1909). 
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heit Eiweiß anwesend. Eine zweite Probe des Filtrats wird nach Zusatz von 2—3 Tropfen 
verdünnter Essigsäure gekocht. Bleibt der Harn klar, so ist gewiß kein Eiweiß anwesend. — 
Nach diesem Verfahren geben bereits 50 »»g Eiweiß im Liter einen geringen Niederschlag. 

2. Hellersche Probe. Man schichtet vorsichtig, um eine Mischung zu vermeiden, 
auf ca. 5cm®? konzentrierte Salpetersäure ungefähr die gleiche Menge Harn. Ein scharf 
begrenzter Ring in Form einer weißen Trübung zeigt Eiweiß an. 

Uratreiche, konzentrierte Harne geben eine mehr diffuse Trübung; solche Harne 
müssen vorher verdünnt werden. Der von Mucin herrührende, unscharfe, über die Grenz- 
schicht gelegene Ring löst sich wieder beim Umschütteln. Der von etwa vorhandenen 
Harzsäuren herrührende Ring löst sich in Alkohol.) 

3. Ferrocyankalium-Essigsäureprobe. 10cm? Harn werden bis zur stark 
sauren Reaktion mit Essigsäure versetzt, eine eventuell auftretende Fällung (Urate, 
ÖOxalate, mucinähnliche Substanzen usw.) abfiltriert und nach und nach 1—3 Tropfen 
Ferrocyankaliumlösung (1:40) hinzugefügt. Bei Gegenwart von Eiweiß tritt ohne Er- 
wärmung ein feinflockiger, gelblich-weißer Niederschlag auf. Man darf keinen Überschuß 
an Ferrocyankalium verwenden. 

4. Reaktion mit dem Reagens von Spiegler. Zu 4—5 cm? nötigenfalls 
filtrierten Harn gibt man 1 cm® 30°/ ige Essigsäure und 4 cm? von dem Reagenzgemisch 
(8 g Sublimat, 49 Weinsäure, 20 9 Glyzerin, 10 g Chlornatrium und 200 g Wasser oder 
nach Jolles 10 9 Quecksilberchlorid, 20 9 Bernsteinsäure und 20 g C1lNa in 500 cm® 
Wasser gelöst), so daß diese Flüssigkeiten übereinander geschichtet bleiben. Bei Eiweiß- 
gehalt tritt ein deutlicher scharfer Ring auf. 

Das Reagens zeigt noch 0'002°/,, Eiweiß an. Die Empfindlichkeit der Ferrocyan- 
kaliumprobe ist etwa 0'01°/,,, die der Hellerschen Probe etwa 0'02°/,,, der Kochprobe 
0:04—0:03°/,, Eiweiß. 

Nach Essigsäurezusatz aus konzentriertem Harn ausscheidendes Uratsediment 
ist bereits bei Bluttemperatur wieder löslich, während ebenfalls ausfallende Albumosen 
sich erst beim stärkeren Erwärmen lösen. Eine Entscheidung bringt auch die mikro- 
skopische Untersuchung. N 

Sehr empfindliche Proben sind auch die mit Salieylsulfosäure und mit Tri- 
chloressigsäure. 

Einige Kubikzentimeter Harn werden mit einigen Kriställchen (oder mit einigen 
Tropfen einer 20°/,igen wässerigen Lösung) von Sulfosalicylsäure bzw. Trichloressigsäure 
versetzt. Bei Gegenwart von Eiweiß entsteht eine Trübung oder Niederschlag. 

Bence-Jonesscher Eiweißkörper.?) Erhitzt man sauren Harn, der den Bence- 
Jonesschen Eiweißkörper enthält, so entsteht bei 45—60° eine Trübung, bei 50—60° 
eine flockige Ausfällung des Eiweißkörpers. Falls der Harn sehr salzarm ist, ist etwas 
konzentrierte Kochsalzlösung hinzuzufügen. Bei weiterem Erhitzen tritt wieder voll- 
kommene Lösung ein. Beim Erkalten entsteht der Niederschlag von neuem. 

Zu seiner Darstellung benutzt man seine Eigenschaft, durch Ammonsulfat 
aussalzbar zu sein und seine Unlöslichkeit in Alkohol. Man sättigt den eventuell vorher 
mit Tierkohle geschüttelten Urin mit Ammonsulfat, filtriert den massigen, zunächst stark 
braun gefärbten Niederschlag ab, löst ihn in Wasser und wiederholt diese Prozedur 
3—4mal. Den nach dem Aussalzen gewonnenen, abgepreßten, noch feuchten Niederschlag 
trägt man in 3°/,ige siedende Kochsalzlösung ein unter tropfenweiser Zugabe von Salz- 
säure, bis Lösung erfolgt ist. Man filtriert mit Hilfe eines Heißwassertrichters. Aus dem 
völlig klaren Filtrat scheidet sich der Eiweißkörper aus. Man reinigt durch Dekantieren 


1) Thymol wirkt störend! vgl. W. Weinberger, Thymol as a source of error in 
Hellers test for urinary protein. Journ. Amer. Med. Assoc. 1909. p. 1310. 

2) A. Magnus-Lery, Über den Bence-Jonesschen Eiweißkörper. Zeitschr. f. physiol. 
Chem. Bd. 30. S. 200 (1900). — E. Abderhalden und Rostoski, Beitrag zur Kenntnis des 
Bence-Jonesschen Eiweißkörpers. Zeitschr. f. physiol. Chem. Bd. 46. S.125 (1905). — 
Grutterink und de Graaf, Über die Darstellung einer kristallinischen Harnanalyse. 
Zeitschr. f. physiol. Chemie. Bd. 34. S. 393 (1902). — Fr. Voit, Über das Bence-Jonessche 
Eiweiß. Festschr. f. Rosenthal. S. 117. Leipzig 1906. 
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und Zentrifugieren und entfernt das Kochsalz durch mehrwöchentliches Dialysieren gegen 
gesättigtes Chloroformwasser. Die dialysierte Flüssigkeit wird in einem Becherglas mit 
2 Volumina absolutem Alkohol versetzt, der abgeschiedene Eiweißkörper abfiltriert, mit 
absolutem Alkohol und Äther gewaschen und im Vakuum getrocknet. 

Zur Trennung des Albumins und des Globulins werden nach 
Hammarsten') von dem Harn (falls er stark sauer reagiert, mit Kali- oder 
Natronlauge versetzt und vom Phosphatniederschlag abfiltriert) je nach 
dem Eiweißgehalt 25— 100 cem® genommen; man füllt mit Wasser, wenn 
man weniger als 100 cm® genommen hat, auf 100 cm® auf. Man trägt etwa 
80 g Magnesiumsulfat (mehr als gelöst werden kann) in fein gepulvertem 
Zustande ein und rührt die Mischung sanft um. Nach 24 Stunden wird 
die Flüssigkeit mit den Globulinflocken auf ein gewogenes, vorher mit 
Magnesiumsulfatlösung angefeuchtetes Filter gebracht; man rührt das 
zurückgebliebene Salz wiederholt mit gesättigter Magnesiumsulfatlösung an, 
und bringt auch diese Lösung auf das Filter. Das Filter wäscht man so 
lange mit gesättigter Bittersalzlösung aus, bis das Filtrat weder beim 
Erhitzen für sich, noch nach Zusatz von etwas Salpetersäure getrübt wird. 
Hierauf wird der Trichter samt Filter mehrere Stunden bei 110° im 
Trockenschrank getrocknet, wobei das Paraglobulin unlöslich wird, dann 
der Filterrückstand durch Auswaschen mit heißem Wasser vom Magnesium- 
sulfat vollkommen befreit, mit Alkohol und Äther gewaschen, das Filter 
mit Rückstand bei 110° getrocknet und gewogen. Dann wird das Filter 
mit Rückstand verascht und der Aschengehalt vom gefundenen Globulin in 
Abzug gebracht. Oder man bestimmt den N-Gehalt nach Kjeldahl. 

Bei der Bestimmung des Globulins nach Hofmeister und Pohl 
werden ?2) 50—100 cm® des Harns mit Ammoniak bis zum Verschwinden 
der sauren Reaktion versetzt, vom entstandenen Phosphatniederschlag ab- 
filtriert und das Filtrat mit dem gleichen Volumen einer kaltgesättigten 
Ammoniumsulfatlösung versetzt. Sobald sich der weiße, flockige Nieder- 
schlag abgesetzt hat, bringt man ihn quantitativ auf ein vorher gewogenes 
aschefreies Filter und wäscht mit halbgesättigter Ammoniumsulfatlösung, 
bis im Filtrate kein Eiweiß mehr nachzuweisen ist. Sodann wird Filter 
samt Trichter in die Trockenkammer gebracht und hier einige Zeit einer 
Temperatur von 110° ausgesetzt. Das so koagulierte Globulin wird mit 
siedendem Wasser, dann mit Alkohol und Äther ausgewaschen, bei 110° 
bis zur Gewichtskonstanz gebracht. 

I. Bestimmung des Eiweibes. 

1. Gewichtsanalytisch nach Scherer.?) 

Man bringt 50 oder 100 em® vom filtrierten, wenn nötig mit ganz ver- 
dünnter Essigsäure ganz schwach sauer gemachten Harn in eine Porzellan- 


ı) Hammarsten, Über Fibrinogen. Pflügers Arch. Bd. 22. S.431; vgl. auch 
Pflügers Arch. Bd. 17. S. 431 u. 447; ferner Lehrbuch d. physiol. Chem. 6. "Aufl. 1907. 
8.644; vgl. auch Spaeth, 1. e. S. 419. 

») Fr. Hofmeister und Julius Pohl, Ein neues Verfahren zur Bestimmung des 
Globulins im Harn und in serösen Flüssigkeiten. Arch. f. exper. Path. u. Pharm. Bd. 20. 
S. 426 (1886). 

3) Nach Neubauer-Vogel-Huppert, Analyse des Harns. 10. Aufl. 1898. S. 840. 
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schale. Man erhitzt den Harn unter Umrühren bis zur großflockigen Aus- 
scheidung des Eiweißes und Klärung der darüber stehenden Flüssigkeit, 
kocht dann nochmals über freier Flamme auf. Ist keine vollkommene Aus- 
scheidung erfolgt, so muß man noch einige Tropfen Essigsäure hinzufügen 
und nochmals aufkochen. Das Filtrat muß eiweißfrei sein. Oder man gießt 
den ursprünglichen, falls nötig verdünnten Harn portionsweise unter Um- 
rühren in bereits siedendes Wasser. 

Der Niederschlag wird möglichst rasch durch ein vorher im Wägeglas 
bei 110—120° getrocknetes und gewogenes aschefreies Filter filtriert, das 
Koagulum mit heißem Wasser und nachher mit Alkoholäther gewaschen, 
im Wägeglas bei 110—120° getrocknet und nach dem Wägen im Platin- 
tiegel vorsichtig verbrannt. Die gewonnene Asche wird von dem gewogenen 
Eiweil in Abzug gebracht. Oder man bestimmt im ausgewaschenen, koagu- 
lierten Eiweiß den Stickstoff nach Kjeldahl. N x 6'25 = Eiweiß. 

2. Methode nach Esbach. 

Der sauer reagierende (oder mit Essigsäure angesäuerte) Harn wird 
in ein graduiertes Rohr (Albuminimeter) bis zur Marke Y eingefüllt, darauf 
bis zur Marke R die Reagenzlösung (Lösung von 10 9 Pikrinsäure und 
20 g Zitronensäure im Liter Wasser) nachgefüllt, mit einem Kautschuk- 
stopfen verschlossen und ohne zu schütteln mehreremal langsam umgekehrt. 
Man läßt das Glas in einem Gestell aufrecht stehen und liest in dem 
eraduierten Rohr nach 24 Stunden die Höhe des Niederschlages ab. Die 
Striche geben in Grammen die Eiweißmenge in 1000 cm® Harn an. Die 
Bestimmung ist am besten bei 18° (bei konstanter Zimmertemperatur) 
vorzunehmen, da die Temperatur von Einfluß ist. Harn mit höherem 
spez. Gew. als 1008 und mehr als 0'4°/, Eiweiß ist zu verdünnen. Der 
Niederschlag ist noch mikroskopisch zu prüfen.!) 

3. Verfahren von Devoto.?) 4 

Der Harn bzw. die eiweißhaltige Flüssigkeit wird zur Entfernung des 
Eiweißes mit Ammonsulfat behandelt. Zu diesem Behufe werden 100 em? 
der Flüssigkeit mit 809g kristallisiertem Ammonsulfatversetzt, das Salz in 
der Wärme völlig zur Lösung gebracht, dann das Glas 30—40 Minuten 
im Dampftopf erhitzt. Damit ist die Koagulation vollendet. Das Eiweiß- 
koagulum wird filtriert, gewaschen, getrocknet und gewogen. Die Methode 
ist, harnsäurereiche, konzentrierte Harne ausgenommen, für quantitative 
3jestimmung des Eiweißes brauchbar. 

4. Methode von Roberts.:) 

Man verdünnt den Urin aufs zehnfache und füllt damit eine Bürette, 
dann bringt man in eine Anzahl Reagenzgläser, hinter denen sich ein 


1) Vgl. von den vielen Modifikationen der Esbachschen Methode u.a. K. Braun- 
gard, Über eine Schnellmethode zur Eiweißbestimmung im Harn. Chemiker-Zeitung. 
Bd. 33. S. 942 (1909). — Aufrecht, Deutsch. med. Wochenschr. Bd. 35. S. 2018 (1909). 

2) Devoto, Üb. d. Nachw. d. Peptons. Zeitschr. f. physiol. Chemie. Bd. 15. S.465 (1891). 

3) Roberts, The Lancet. Vol. 1. p. 313 (1876). — J. Stolnikoff, Eine neue Methode 
für quantitative Eiweißbestimmung im Harn. Malys Jahrb. Bd. 6. S. 148 (1877). — 
J. Brandenberg, Approxim. Eiweißbest. im Harn. Malys Jahrb. Bd. 10. S. 265 (1880). 
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schwarzer Hintergrund befindet, mit einer Pipette, ohne die Glaswandung zu 
benetzen, eine ca. 1 cm® hohe Schicht konzentrierter Salpetersäure und fügt 
mit einem in eine sehr feine Spitze ausgezogenen Glasröhrehen etwa das 
gleiche Volumen von verschiedenen bekannten Verdünnungen der eiweiß- 
haltigen Harnlösungen mit der Vorsicht zu, daß keine Mischung der beiden 
Flüssigkeiten eintritt; man verfolgt mit der Uhr in der Hand das Ein- 
treten eines eben sichtbaren bläulichweißen Ringes und leet die Probe, 
bei der die Ringbildung innerhalb 2—3 Minuten eintritt, für die Berech- 
nung zugrunde. Diejenige Probe, in welcher das innerhalb 2—-3 Minuten 
geschieht, enthält 0'0033°/, Eiweiß. Man erfährt den Eiweißgehalt des 


B am p sind die Prozente 


Eiweiß in unverdünntem Harn, k die zu jeder Probe verwendete Menge 
Zehntelharn und x die zur Verdünnung verwendete Wassermenge. 


unverdünnten Harnes durch die Gleichung 


U. Nichtkoagulierbare, biuretgebende Abbauprodukte des 
Eiweißes. 

Nachweis nach Hofmeister.) 

Ein halber Liter Harn wird mit 10 em3 einer konzentrierten Lösung 
von Natriumacetat versetzt und dann tropfenweise bis zur bleibenden Rot- 
färbung eine konzentrierte Lösung von Eisenchlorid hinzugefügt; die saure 
Reaktion wird durch Zusatz verdünnter Natronlauge bis zur ganz schwach 
sauren Reaktion abgestumpft, gekocht und filtriert. Im Filtrate darf weder 
Eisen noch Eiweiß vorhanden sein (man prüft mit Essigsäure-F errocyan- 
kalium). Mucine müssen auch entfernt sein; zu diesem Zwecke fällt man den 
Harn mit wenig Bleizuckerlösung. Das Filtrat wird nun mit Salzsäure ver- 
setzt, dann mit Phosphorwolframsäure, solange ein Niederschlag entsteht, 
gefällt. Der Niederschlag wird sofort aufs Filter gebracht. Der abfiltrierte, mit 
ca. 3—5°/, H, SO, enthaltendemWasser gewaschene Niederschlag wird feucht 
mit festem Barythydrat verrieben, nach Zusatz von etwas Wasser kurze 
Zeit schwach erwärmt, bis die anfängliche Grünfärbung in ein reines Gelb 
übergegangen ist und die Mischung schließlich filtriert. Das Filtrat wird 
mit verdünnter Schwefelsäure vom Baryt befreit, das Filtrat alkalisch gemacht 
und unter Umschütteln vorsichtig und tropfenweise mit verdünnter 1°/,iger 
Kupfersulfatlösung versetzt; bei Anwesenheit von Harnpepton (nicht unter 
01) tritt eine zuerst rosa, dann violett werdende Färbung auf. 

Salkowski?) verfährt so, daß er nach der Fällung mit Phosphorwolf- 
ramsäure auf dem Drahtnetz erwärmt. In wenigen Augenblicken zieht sich 
der Niederschlag zu einer am Boden des Glases haftenden Masse zusammen. 


‘) Hofmeister, Über den Nachweis von Pepton im Harn. Zeitschr. f. physiol. Chem. 
Bd. 4. S. 253 (1880). — Derselbe, Über das Schicksal des Peptons im Blute. Zeitschr. 
f. physiol. Chem. Bd. 5. S. 195 (1882). — Derselbe, Über die Verbreitung des Peptons 
im Tierkörper. Zeitschr. f. physiol. Chem. Bd. 6. S. 51, 264. 

?) Salkowski, Praktikum. 3. Aufl. 1906. S. 182. — D’erselbe, Über den Nach- 
weis von Pepton im Harn. Zentralbl. f. med. Wissensch. Bd. 32. S. 113 (1894). 
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Die überstehende Flüssigkeit wird möglichst vollständig abgegossen, die 
harzige Masse zweimal mit destilliertem Wasser abgespült. Man übergießt 
den Niederschlag wieder mit einigen Kubikzentimetern Wasser und löst ihn 
mit Natronlauge. Die zunächst tiefblaue Lösung wird auf dem Drahtnetz 
erwärmt; sie nimmt dabei eine schmutzig graugelbe, trübe Beschaffenheit an. 
Sobald dies erreicht ist, gießt man die Flüssigkeit in ein Reagenzelas, 
kühlt sie ab und setzt unter Umschütteln tropfenweise sehr stark ver- 
dünnte Kupfersulfatlösung hinzu. Bei Gegenwart von Pepton entsteht eine 
Rotfärbung. 

Gegenwart von Urobilin stört die Reaktion. Man kann diesen Körper 
durch Chloroform entfernen (siehe unten). Die Methode von Aldor!), wobei 
der Phosphorwolframsäureniederschlag zur Entfernung des Urobilins mit 
absolutem Alkohol behandelt wird, bedarf wegen der Löslichkeit mancher 
Pepton-Phosphorwolframate in Alkohol einer Nachprüfung. 


Nachweis des „Peptons“ im Harn nach Morawitz und Dietschy.?) 


500 em mit saurem phosphorsauren Kalium schwach angesäuerter 
frischer Harn werden mit dem doppelten Volumen 96°/,igen Alkohol im 
Wasserbad am Rückflußkühler 5—6 Stunden auf 80—90° erhitzt (das 
Wasserbad darf nicht bis zum Sieden erhitzi werden). Nach dem Erkalten 
wird filtriert, das klare Filtrat bei 50—60° auf etwa 500 cm? eingeengt, 
bis der Alkohol vertrieben ist und dann nach Hinzufügen von wenig ver- 
dünnter (25°/,iger) Schwefelsäure (2 cm® zu 100 cm® Urin) mit Zinksulfat 
(etwa 80 9 auf 100 cm? eingeengten Urins) in Substanz gesättigt, über 
Nacht stehen gelassen, am anderen Tag durch Erwärmen auf dem Wasser- 
bad vollkommene Lösung des Salzes herbeigeführt, dann rasch die noch warme 
Flüssigkeit mit der Saugpumpe filtriert; dann extrahiert man den Nieder- 
schlag zur Entfernung des Urobilins 24 Stunden mit absolutem Alkohol, 
löst die Substanz in Wasser und stellt damit die Biuretreaktion an. 

Für den Nachweis des Peptons im Harn verfährt man nach Devoto:) und 
Bang folgenderweise: 20 cm? Harn werden mit 169 gepulvertem Ammonsulfat 
in der Wärme behandelt; die Lösung wird einmal aufgekocht und unmittel- 
bar nach dem Aufkochen zentrifugiert. Die Flüssigkeit gießt man ab, extra- 
hiert den zerriebenen Rückstand einige Male mit Alkohol und erhitzt den 
mit einigen Kubikzentimetern Wasser versetzten Rückstand zum Sieden. 
Das Filtrat wird nach dem Ansäuern mit einigen Tropfen Schwefelsäure und 
Chloroform geschüttelt, um die Spuren Urobilin zu entfernen, das Chloro- 
form abpipettiert und die wässerige Lösung zur Biuretreaktion verwendet. 


!) v. Aldor, Über den Nachweis der Albumosen im Harn und über die enterogene 
Albumosurie. Berl. klin. Wochenschr. Bd. 36. S. 764 u. 785 (1899). 

?) Morawitz und Dietschy, Über Albumosurie nebst Bemerkungen über das Vor- 
kommen von Albumosen im Blute. Arch. f. exp. Path. Bd. 54. S. 88 (1905). 

3) Deroto, Über den Nachweis des Peptons und eine neue Art der quantitativen 
Eiweißbestimmung. Zeitschr. f. physiol. Chem. Bd. 15. S. 465 (1891). — Bang, Zum Nach- 
weis der Albumosen im Harn. Skand. Arch. Bd. 8. S. 272 (1898). 
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Sind neben Eiweiß durch Essigsäure fällbare Körper, so- 
genanntes Mucin, vorhanden, so müssen diese vor Anstellung der Eiweiß- 
reaktion entfernt werden. Zu diesem Zwecke werden 100—200 cm® Harn 
bis zum spez. Gew. 1:007— 1008 verdünnt, mit Essigsäure bis zur deutlich 
sauren Reaktion versetzt und in der Kälte bis zum nächsten Tag stehen 
gelassen: der Essigsäureniederschlag setzt sich ab, oder man filtriert nach 
Schütteln mit Kieselgur. 

Das „sogenannte Mucin* oder sogenannte Nukleoalbumin ist nach 
Untersuchungen von R. Mörner !) als eine Verbindung von Eiweiß) mit haupt- 
sächlich Chondroitinschwefelsäure, daneben mit Nukleinsäure, vielleicht auch 
mit Taurocholsäure anzusehen. Zu ihrem Nachweis soll man nach Ham- 
marsten?) die Salze des Harnes zuerst durch Dialyse entfernen, da diese die 
Ausfällung dieser „mucinähnlichen Substanzen“ durch Essigsäurezusatz sehr 
erschweren. Man unterwirft deshalb eine möglichst große Menge Harn der 
Dialyse (unter Chloroformzusatz), bis die Salze entfernt worden sind. Darauf 
setzt man Essigsäure bis zu etwa 2°/,, hinzu und läßt stehen. Der Nieder- 
schlag wird in Wasser mit möglichst wenig Alkali gelöst und von neuem mit 
Säure gefällt. Zur Prüfung auf Chondroitinschwefelsäure wird ein Teil längere 
Zeit im Wasserbade mit etwa 5°/, HCl erwärmt. Erhält man bei Prüfung auf 
Schwefelsäure und reduzierende Substanz ein positives Resultat, so ist Chon- 
droitinschwefelsäure vorhanden; ist eine reduzierende Substanz und keine 
Schwefelsäure nachweisbar, so liegt wahrscheinlich Muein vor. Erhält man 
weder Schwefelsäure noch reduzierende Substanzen, so wird ein Teil des 
Niederschlages der Pepsinverdauung unterworfen und ein anderer Teil zur 
Bestimmung organisch gebundenen Phosphors verwendet. Fallen diese Proben 
positiv aus, so muß man zur Unterscheidung zwischen Nukleoalbumin und 
Nukleoproteid eine besondere Untersuchung auf Nukleinbasen machen. Ein 
sicherer Entscheid kann nur durch die Verarbeitung sehr großer Harn- 
mengen erreicht werden. 

Die Nukleoalbumine lösen sich zum Unterschied von Mucin in starker 
Essigsäure; durch bis zur Sättigung eingetragenes Magnesiumsulfat werden 
sie aus ihren Lösungen gefällt. 


) K. Mörner, Untersuchungen über Proteinstoffe und der eiweißfällenden Sub- 
stanzen des normalen Menschenharnes. Skand. Arch. f. Phys. Bd. 6. S. 332 (1895). — 
Oswald, Untersuchungen über Harneiweiß. Hofmeisters Beitr. Bd. 5. S. 234 (1904). — 
K.A.H.Mörner, Bemerkungen zu dem Aufsatz Oswalds. Hofmeisters Beitr. Bd. 5. S. 524 
(1904); vgl. ferner: J. Joachim, Über die Eiweißverteilung in menschlichen und tierischen 
Körperflächen. Pflügers Arch. Bd. 93. S. 559 (1903). Vgl. noch folgende Arbeiten: Matsu- 
moto, Über die durch Essigsäure ausfällbaren Eiweißsubstanzen in pathologischen Harnen. 
Deutsch. Arch. f. klin. Med. Bd. 75. S. 398 (1903). — Obermayer, Über Nukleoalbuminaus- 
scheidung im Harn. Zentralbl. f. klin. Med. Bd.13.S.1 (1892). — Sachs, Eine Vereinfachung 
der Hellerschen Ringprobe. Deutsche med. Wochenschr. Bd. 33. 8.66 (1907). — Obermayer, 
Eine empfindliche Reaktion auf Eiweiß im Harn. Wiener klin. Wochenschr. Bd.5. S. 26 
(1892). — Jolles, Eine empfindliche Probe zum Nachweis von Albumin im Harn. Zeitschr. 
f. physiol. Chem. Bd. 21. S. 306 (1895). — Polacci, Boll. chim. Farm. Vol. 40. p. 789 
(1901). — J. A. Macwilliam, Remarks on a new test for albumin and other proteids. 
Brit. med. Journ. p. 837 (1891). 

2) O0. Hammarsten, Lehrb. d. physiol. Chem. 6. Aufl. S. 646 (1907). 
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Um das wahre Nukleoalbumin und das Mucin von dem sogenannten Nukleo- 
albumin oder von der mucinähnlichen Substanz zu unterscheiden, verfährt man nach 
Spaeth wie folgt.') 

Man verdünnt den Harn mit der dreifachen Menge Wassers zur Verhinderung 
der lösenden Wirkung der Harnsalze auf die Nukleoalbumine und versetzt mit Essig- 
säure: ein entstehender Niederschlag wird auf ein Filter gebracht, gewaschen und in 
verdünntem Alkali gelöst. In die Lösung trägt man Magnesiumsulfat bei 30° ein, löst 
den entstandenen Niederschlag in Wasser, fällt nochmals mit Essigsäure, um noch 
Spuren von Caleiumphosphat zu entfernen, und schmilzt den Niederschlag, den man 
nochmals mit heißem absoluten Alkohol behandelt hat, mit Soda und Salpeter. Ist in 
der Schmelze Phosphorsäure nachweisbar, so ist die Anwesenheit von wahrem Nukleo- 
albumin erwiesen. 

Um wahres Mucin zu identifizieren, sammelt man den auf Essigsäurezusatz er- 
haltenen Niederschlag ebenfalls auf einem Filter und wäscht ihn mit warmem Alkohol 
(zur Entfernung etwaigen Zuckers). Dann löst man den Niederschlag in wenig, etwas 
Alkali enthaltendem Wasser und kocht mit einem Überschuß von verdünnter Salzsäure. 
Man teilt die Lösung in zwei Teile. Ein Teil wırd alkalisch gemacht und mit der 
Reduktionsprobe auf Kohlehydrate geprüft. Vorhandensein der Reduktion kann auf echtes 
Muein hinweisen. Der andere Teil wird mit Bariumehlorid behandelt, um eventuell vor- 
handene Schwefelsäure nachzuweisen. Tritt eine Fällung ein, so war eine Verbindung von 
Chondroitinschwefelsäure mit Eiweiß („sogenanntes Nukleoalbumin“, „sogenanntes 
Muein“) vorhanden. Ist keine Schwefelsäure vorhanden, so ist echtes Muein zugegen. 


Aminosäuren. 


Isolierung der Aminosäuren aus dem Urin. (Im wesentlichen 
nach E. Abderhalden.?) 

Von den Aminosäuren sind im Harn die in Wasser schwer löslichen 
Tyrosin, Leucin, Cystin und eventuell Aminovaleriansäure direkt 
zu gewinnen. 

Zur Isolierung dieser Aminosäuren wird der Urin mit der zehnfachen 
Menge Wasser verdünnt, mit einem nicht zu großen Überschuß von basi- 
schem Bleiacetat gefällt, vom entstehenden Niederschlag abfiltriert und im 
Filtrat das gelöste Blei durch Schwefelwasserstoff entfernt. Durch Durch- 
leiten von Luft oder Kohlensäure wird der Schwefelwasserstoff aus dem 
Filtrat entfernt. Alle Niederschläge müssen gründlich ausgewaschen werden. 
War der Urin nicht klar, so wird er nach dem Verdünnen mit Wasser 
filtriert und der Filterrückstand auf etwa vorhandene Aminosäuren untersucht. 

Das von Schwefelwasserstoff befreite Filtrat wird zur Kristallisation 
eingeengt: Tyrosin und Leucin kristallisieren, wenn in größeren Mengen 
vorhanden, aus. Die Anwesenheit von Tyrosin kann durch den positiven 
Ausfall der Millonschen Reaktion leicht festgestellt werden. Durch frak- 
tionierte Kristallisation läßt sich das schwerer lösliche Tyrosin (bei 20° 
1 Teil in 2454 Teilen Wasser) vom Leuein trennen. 

Für Leuein ist sein Kupfersalz charakteristisch (siehe Band 2, S. 480). 
Man erhält es aus seiner wässerigen Lösung mit frisch gefälltem Kupfer- 
oxyd. Die Lösung färbt sich hierbei ganz schwach blau. Beim Abkühlen 

IE eeaNdsn: 


°) Vgl.: Brugsch - Schittenhelm, Lehrbuch klinischer Untersuchungsmethoden. 
Berlin 1908. S. 565. 
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der vom überschüssigen CuO abfiltrierten Lösung fällt das Leueinkupfer 
in Form blaßblauer, fast weißer Blättchen aus. Es ist außerordentlich 
schwer löslich in Wasser. Um es vollständig zu gewinnen, muß der Kupfer- 
oxydrückstand so lange mit Wasser ausgekocht werden, bis die Lösung 
farblos bleibt. Auch Aminovaleriansäure könnte direkt durch Kristallisation 
gewonnen werden. Die Löslichkeit in Wasser der Aminovaleriansäure ist 
größer als bei Leucin, aber geringer als bei. den übrigen Aminosäuren 
(bei 15° in 117 Teilen Wasser). Die Kupfersalze beider Aminosäuren sind 
durch fraktionierte Kristallisation nicht voneinander zu trennen. Hingegen 
kann das optische Verhalten der isolierten Substanz darüber Aufklärung 
geben, ob Leucin oder Aminovaleriansäure vorliegt. Leuecin zeigt in 20°/,iger 
HCl gelöst eine spezifische Drehung von + 15'9°, Aminovaleriansäure von 
+ 288°. Cystin kann ebenfalls direkt aus dem Urin gewonnen werden. 
Es ist charakterisiert durch seine regelmäßigen sechsseitigen Tafeln und 
durch seinen Schwefeleehalt. Zu seiner Isolierung wird der zuvor mit 
basischem Bleiacetat behandelte Urin eingeengt, mit Eisessig in Überschuß 
versetzt und bei niedriger Temperatur 24—48 Stunden stehen gelassen. 
Vorhandenes Cystin scheidet sich ab. Das entstandene Sediment wird in 
10°/,igem NH, gelöst und nun zu der Lösung vorsichtig soviel Eisessig 
zugesetzt, dab sie noch schwach alkalisch bleibt. Tritt nach einiger Zeit 
keine Fällung ein (dies ist der Fall, wenn Tyrosin vorhanden ist), dann 
wird mit Eisessig übersättigt. Durch wiederholtes Lösen in Ammoniak und 
Fällen mit Eisessig wird der Körper gereinigt. 

Zur quantitativen Isolierung von Cystin im Urin verfährt man nach 
Gaskell!) so, daß der Urin mit Ammoniak alkalisch gemacht und dann 
zur Fällung der Phosphate und Oxalate mit Caleinmchlorid versetzt wird. 
Es wird filtriert und zu dem Filtrat das gleiche Volumen Aceton zugefügt; 
dann wird mit Essigsäure eben sauer gemacht. Nach 2—3tägigem Stehen 
scheiden sich die Kristalle aus. 

Nach einem älteren Verfahren von Goldmann und Baumann?) wird 
das Cystin aus dem Harn als Benzoyleystin gewonnen. Die Tagesmenge 
Harn wird mit 200 cms 10°/,iger Natronlauge.versetzt und mit 20—25 em3 
Benzoylchlorid so lange geschüttelt, bis der Geruch des Chlorids ver- 
schwunden ist. Das Filtrat wird mit Schwefelsäure stark angesäuert, dreimal 
mit seinem Volumen Äther ausgeschüttelt, nach dem Abdestillieren des 
Äthers der flüssige Destillationsrückstand mit Natronlauge neutralisiert, 
mit 3—4 Volumen 12°/,iger Natronlauge vermischt und in die Kälte gestellt. 
Es scheidet sich die Natriumverbindung des Benzoyleystins in Nadeln und 
Plättehen aus. Die Kristalle werden abgesaugt, mit wenige kalter Natron- 
lauge, darauf mit kaltem Wasser gewaschen, wobei das Benzoyleystin in 


1) J.F. Gaskell, A method of quantitativ estimation of eystin in urine. Journ. of 
Physiol. Vol.36. p. 142 (1907/8). — Vgl.auch: Rothera, Experiments on eystin and the 
relation to sulphur metabolism. Journ. of Physiol. Vol. 32. S. 175 (1905). 

?) E. Goldmann und E. Baumann, Zur Kenntnis der schwefelhaltigen Verbindungen 
des Harnes. Zeitschr. f. physiol. Chem. Bd. 12. S. 254 (1888). 
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Lösung geht. Aus der wässerigen Lösung fällt man das Benzoyleystin durch 
Salzsäure. 

Abderhalden (l. e.) weist auch darauf hin, daß die direkte Isolierung 
der Aminosäuren mißlingen kann, auch wenn sie in reichlicher Menge 
vorhanden sind. Namentlich kommt dies vor, wenn der Urin nicht ganz 
frisch oder aus sonstigen Ursachen reich an Ammoniak ist. In diesem 
Falle wird der Urin am besten unter vermindertem Druck völlig zur Trockene 
verdampft, der Rückstand in Wasser gelöst. Die Kristallisation von Leuein 
und Tyrosin erfolgt jetzt oft leicht, selbst aus relativ recht verdünnten 
Lösungen. Oder man kann auch so verfahren, daß der Harn mit Phos- 
phorwolframsäure gefällt und aus dem Filtrat der Überschuß mit Baryt 
entfernt wird.!) Der überschüssige Baryt wird genau mit H,SO, gefällt 
und das Filtrat auf Aminosäuren verarbeitet. Die Phosphorwolframsäure 
muß jedoch in jedem Einzelfalle genau mittelst bestimmter Aminosäure- 
lösungen und namentlich von Gemischen von Aminosäuren auf ihr Fällungs- 
vermögen geprüft werden, denn die einzelnen Phosphorwolframsäureprä- 
parate verhalten sich den Aminosäuren gegenüber sehr verschieden und 
fällen zum Teil Monoaminosäuren schon aus großer Verdünnung aus. 

Die Isolierung der Aminosäuren kann mittelst der Estermethode natürlich 
auch an dem Urin ausgeführt werden.?) Der unter vermindertem Druck 
zur Trockene verdampfte Urin wird mit absolutem Alkohol übergossen und 
trockene gasförmige HCl bis zur Sättigung eingeleitet. Die Salze des 
Urins bleiben dabei ungelöst und werden abfiltriert. Das weitere Verfahren 
ist an anderer Stelle ausführlich geschildert (vgl. Band 2, S. 470). 

Einstweilen vorteilhafter ist bei der Untersuchung des Harns auf 
Aminosäuren, diese in bestimmte, wohlcharakterisierte, schwerlösliche Derivate 
zu überführen. Solche Derivate sind die $-Naphtalinsulfoverbindungen, die 
Naphtylisoeyanatverbindungen, die Benzoylverbindungen, die Phenylisocyanat- 
verbindungen. Am besten ausgearbeitet und am meisten geübt ist die 
ß3-Naphtalinsulfochloridmethode.:) 


') Abderhalden, Klinische Eiweißuntersuchungen. Zeitschr. f. exper. Path. u. Therapie. 
Bd. 2. S. 642 (1905). 

2) Abderhalden und Barker, Der Nachweis von Aminosäuren im Harn. Zeitschr. 
f, physiol. Chem. Bd. 42. S. 524 (1904). — Abderhalden und Rona, Über die Verwertung 
der Abbauprodukte des Kaseins im tierischen Organismus. Ebenda. Bd. 44. S. 205 (1905). 

>) E. Fischer und P. Bergell, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. Bd. 35. S. 3733 (1902). — 
Über die Methodik vgl. die Arbeiten: E. Abderhalden und E. Bergell, Über das Auf- 
treten von Monoaminosäuren im Harn von Kaninchen nach Phosphorvergiftung. Zeitschr. 
f. physiol. Chem. Bd. 39. S. 464 (1903). — E. Abderhalden und Lewellys F, Barker, Der 
Nachweis von Aminosäuren im Harne. Zeitschr. f. physiol. Chem. Bd. 42. S. 524 (1904). — 
E. Abderhalden und A. Schittenhelm, Ausscheidung von Tyrosin und Leuein in einem 
Falle von Zystinurie. Zeitschr. f. physiol. Chem. Bd. 45. S. 468 (1905). — 4. Ignatowski, 
Über das Vorkommen von Aminosäuren im Harn, vorzugsweise bei Gicht. Zeitschr. f. 
physiol. Chem. Bd. 42. S. 371 (1904). — Fr. Samuely, Zur Frage der Aminosäuren im 
normalen und pathologischen Harn. Zeitschr. f. physiol. Chem. Bd. 47. S. 376 (1906). — 
Lipstein, Hofmeisters Beitr. Bd.7. 8.527 (1905). — Gunnar Forssner, Über das Vor- 
kommen von freien Aminosäuren im Harne und deren Nachweis. Zeitschr. f. physiol. 
Chem. Bd.47. S. 15 (1906). 
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Diese wird wie folgt ausgeführt '): 

Der Urin wird verdünnt mit Bleiacetat gefällt (bei stärkerer Kon- 
zentration könnte das schwer lösliche etwa vorhandene Leueinblei aus- 
fallen); es ist auch vorteilhaft, das Urinfiltrat vor der Bleifällung unter 
vermindertem Druck zur Trockene zu verdampfen, um möglichst viel Ammo- 
niak zu entfernen. Die Ammoniakverbindung des £-Naphtalinsulfochlorids 
— £ß-Naphtalinsulfamid (feine Blättchen, Schmelzpunkt bei 217° [korr.]) — 
stört die spätere Untersuchung sehr und kann, bei ungenügender Kenntnis 
der Verhältnisse, zu Verwechslung mit den Derivaten der Aminosäuren 
Anlaß geben. 

Ist der Harn eingedampft, so wird der Rückstand wieder in Wasser 
gelöst, mit n-NaOH alkalisch gemacht. Die Reaktion muß deutlich alkalisch 
sein, ein großer Überschuß an Alkali ist aber zu vermeiden. Der Urin 
wird nun in eine Stöpselflasche gebracht, eine ca. 10°/,ige Lösung von 
ganz reinem Naphtalinsulfochlorid in Äther zugefügt und das Gemisch auf 
der Schüttelmaschine geschüttelt. Am besten wird alle !/, Stunde die Reak- 
tion der Flüssigkeit kontrolliert und diese durch Zusatz von n-NaOH stets 
deutlich alkalisch gehalten. Nach 6—8 Stunden wird die Lösung im Scheide- 
trichter getrennt, die wässerige Lösung filtriert. Nun wird zum Filtrat so 
viel Salzsäure zugesetzt, bis die Lösung deutlich sauer reagiert. Bei An- 
wesenheit von Aminosäuren tritt Trübung, oft Abscheidung eines Öles 
und auch von festen Produkten ein. Ist die Fällung eine reichliche, so kann 
sie oft durch Abkühlen und längeres Stehen zur Kristallisation gebracht 
werden, oder es gelingt wenigstens, die anfangs ölige Masse zur Erstarrung 
zu bringen. In diesen Fällen gießt man die überstehende Lösung ab und 
reinigt das erhaltene Rohprodukt durch Lösen in Alkali und Fällen mit Säure, 

Erhält man, wie meist, nur eine diffuse Trübung oder eine schmierige, 
nur zum Teil erstarrende Masse, so ist es besser, die saure Lösung aus- 
zuäthern. Die abgehobene Ätherschicht wird so lange mit Wasser gewaschen, 
bis das Waschwasser keine Chlorreaktion mehr.gibt, und nun wird der 
Äther verdampft. Das zurückbleibende Rohprodukt ist nicht auch nur 
annähernd rein; es enthält fast immer das £-Naphtalinsulfamid. Um 
dies zu entfernen, wird das Rohprodukt mit verdünntem Ammoniak be- 
handelt; das Amid bleibt hierbei ungelöst. Diese Trennung gelingt jedoch 
nur dann ohne Verluste, wenn vorher das Rohprodukt durch Lösen in 
Wasser, verdünntem Alkali oder in verdünntem Alkohol und Kochen der 
Lösung mit Tierkohle möglichst gereinigt worden ist. Es ist auch darauf 
zu achten, daß Naphtalinsulfosäure entstanden sein kann. Auch Hippur- 
säure kann bei der Ausätherung der sauren Lösung in den Äther gehen; 
ihre Menge ist jedoch meist so gering, daß sie nicht stört. Man kann 
auch den Harn von vornherein, vor dem Zusatz des %-Naphtalinsulfo- 
chlorids, wie /ynatowski ausäthern und so Hippursäure, Phenole, Oxysäuren 
entfernen. Noch bequemer erfolgt die Entfernung der Hippursäure durch 
5—6maliges Schütteln des Harnes mit Essigäther. 


') Genau nach Abderhalden, 1. e. S. 567. 
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Das so gereinigte Rohprodukt muß durch Lösen in schwach ammo- 
niakalischem Wasser, Fällen mit Säure und Ausäthern, weiterhin durch 
Fraktionierung, Umkristallisieren gereinigt werden. Die gewonnenen Ver- 
bindungen der Aminosäuren müssen durch die physikalischen Konstanten 
(Schmelzpunkt, Löslichkeit etc.), Elementaranalyse, identifiziert werden. 

Die (korr.) Schmelzpunkte der einzelnen Verbindungen sind: 


%-Naphtalinsulfoglyzin . . . . 159°, nach vorherigem Sintern bei 151° 
&-Naphtalinsulfo-d-alanin 
kristallwasserhaltig . . 79—81°, a 5 = 
kristallwasserfrei . . 122—123°%, „ S E „ 11 
ß-Naphtalinsulfo-l-leuein + H;,0. .68°, „ 60° 


ß-Naphtalinsulfo-I-serin, kristallisiert mit und ohne Kristallwasser. 
Schmilzt bei 220°. 

Di-%-naphtalinsulfotyrosin sintert bei 250°, kristallisiert mit und ohne 
Kristallwasser. Schmilzt bei 252—254°. Gibt keine Rotfärbung mit Millons 
veagens. 

&-Naphtalinsulfo-z-prolin mit 1 Molekül Kristallwasser, beginnt bei 80° 
zu sintern, bei 133°7° (korr.) ist die ganze Masse geschmolzen ; die bei 90° 
getrocknete Substanz schmilzt, ohne sich vorher zu verändern, bei 138° (korr.). 

Es ist noch zu erwähnen, daß man beim Schütteln von Urin mit 
&-Naphtalinsulfochlorid in alkalischer Lösung oft eine Ausscheidung von 
schwer löslichen Produkten beobachtet. Dies kann auf der Bildung des Alkali- 
salzes des Di-%-naphtalinsulfotyrosins oder des Naphtalinsulfotryptophans 
beruhen. Diese Verbindungen sind schwer löslich in Wasser. Es kann aber 
auch das Natriumsalz der Naphtalinsulfosäure zur Abscheidung gelangen. 

Zur Trennung von vorhandenem Lysin, Arginin und Histidin!) von 
den übrigen Aminosäuren wird der Harn mit Vorteil mit Phosphor- 
wolframsäure gefällt. Diese „Diaminosäuren“ fallen mit Phosphorwolfram- 
säure aus und können durch Zerlegung des Phosphorwolframsäurenieder- 
schlages mit Baryt wieder gewonnen werden. 

Zur Gewinnung von reinem %-Naphtalinsulfoglyzin aus dem Rohpro- 
dukt genügt oft einfaches Umkristallisieren aus warmem Wasser. Oft ist 
jedoch der- Weg über das Bariumsalz nach Abderhalden und Bergell vor- 
teilhafter. Das Gemenge wird mit ca. der 10fachen Menge Wasser über- 
gossen und dann vorsichtig mit Ammoniak versetzt. Die zunächst nicht 
vom ungelösten Rückstand getrennte Flüssiekeit wird auf dem Wasserbade 
so lange erwärmt, bis die Reaktion annähernd neutral ist und bleibt bis 
zum nächsten Tag bei Zimmertemperatur stehen. Der Filterrückstand wird 
mit kaltem Wasser gewaschen, aus heißem Wasser umkristallisiert (Naph- 
talinsulfamid). Die Lösung der leichtlöslichen Ammonsalze wird nochmals 
angesäuert, der dickwolkige Niederschlag ausgeäthert, die vereinigten 
ätherischen Auszüge mit Wasser gewaschen, der nach Abdestillieren des 


‘) Über Histidin im normalen Harn vgl. England, Über den Nachweis organischer 


Basen im Harn. Zeitschr. f. physiol. Chemie. Bd. 57. S. 49 (1908). 
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Äthers zurückbleibende Rückstand in Ammoniak gelöst, der Ammoniak in 
der Wärme verjagt, die verdünnte Lösung mit einer Lösung von Barium- 
chlorid gefällt. Man saugt den Niederschlag ab, wäscht mit wenig Wasser, 
zerlegt mit Salzsäure, nimmt die freien Naphtalinsulfoaminosäuren sofort 
in Äther auf. Der nach dem Verdunsten des Äthers zurückbleibende amorphe 
Rückstand wird aus warmem Wasser umkristallisiert. 

Im einzelnen wären zu diesem Verfahren folgende Bemerkungen hinzu- 
zufügen: 

Embden und Reese!) schlugen vor, den Harn nicht eben alkalisch, 
sondern stark alkalisch zu machen, nachdem der Harn mit so viel Alkali 
versetzt worden ist, dab blaues Lackmuspapier eben nicht gerötet wurde 
(auf den Liter Harn 20—40 em® n-NaOH, da nur dann der Nachweis von 
Aminosäuren sicher gelingen sollte. Da bei der stark alkalischen Reaktion 
die Gefahr einer sekundären Entstehung der Aminosäuren aus höheren 
Verbindungen (Polypeptiden) nicht ausgeschlossen ist ?), so ist diese Modi- 
fikation doch nur mit einem gewissen Vorbehalt dann zu verwenden, wenn 
man sicher nur die Menge der im Harn bereits vorgebildeten Aminosäuren 
feststellen will. 

Die Schüttelungen bei alkalischer Reaktion mit der &-Naphtalinsulfo- 
chloridlösung können 2 Tage unter öfterem Alkali- und Reagenzzusatz 
(4—6mal pro Tag) wiederholt und jedesmal auf mehrere Stunden ausge- 
dehnt werden. Embden wiederholt die Schüttelungen, bis beim Ansäuern 
keine Reaktionsprodukte mehr ausfallen. Im allgemeinen dürfte eine zwei- 
malige Wiederholung der Schüttelung vollkommen genügend sein. 


Schüttelt man ganz kurze Zeit nach Embden (1—4 Stunden), so 
wurden von Embden und Marx) zwar wesentlich geringere Mengen Roh- 
produkt, dagegen recht erhebliche Ausbeuten an völlig oder nahezu 
reinem &-Naphtalinsulfoglykokoll erhalten. Der Grund ist, daß das Glyko- 
koll besonders rasch mit £-Naphtalinsulfochlorid reagiert und daher mit 
weniger anderen Reaktionsprodukten verunreinigt ist. Oft ist das nach 
kurz dauerndem Schütteln gewonnene Reaktionsprodukt von vornherein 
nahezu frei von &-Naphtalinsulfamid. Jedenfalls kann nach Abtrennung des 
Amids durch einfaches Umkristallisieren aus warmem Wasser (Samuely) 
sehr leicht analysenreine Glykokollverbindung in oft reicher Menge erhalten 
werden (Embden, Marx).*) 


1) @. Embden und H. Reese, Über die Gewinnung von Aminosäuren aus normalem 
Harn. Hofmeisters Beitr. Bd.7. 5.411 (1905). 

?) Vgl.: Neuberg und Wohlgemuth, Med. Klinik. Jg. 1906. S. 227. 

») @. Embden und Marx, Über das Glykokoll des normalen Harns. Hofmeisters 
Beitr. Bd. 11. S. 308 (1908). — M. Plaut und H. Reese, Über das Verhalten in den Tier- 
körper eingeführter Aminosäuren. Hofmeisters Beitr. Bd.7. S. 425 (1906). 


#) Vgl.: Bingel, Über die Gewinnung von Glykokoll aus dem normalen Blute 
mit Hilfe der 6-Naphtalinsulfochlorid-Methode. Zeitschr. f. physiol. Chem. Bd. 57. S. 382 
(1908). 
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In neuester Zeit hat V. Henriques!) die von 8. P._L. Sörensen’?) 
angegebene Formoltitrierung mit Vorteil für die Bestimmung der 
Aminosäuren im Harn verwenden können. Diese Titriermethode gründet 
sich auf die Tatsache, daß, wenn zu einer Aminosäurelösung eine neutra- 
lisierte Formollösung zugesetzt wird, die Aminogruppe unter dem Einfluß 
des Formols eine Methylenverbindung bildet; infolgedessen ist es möglich, 
die Menge der vorhandenen Karboxylgruppen titrimetrisch zu bestimmen. 
Folgende Gleichung veranschaulicht den Prozeß: 

R.CH(NH,).COOH + HCOH- = R.CH(N:CH).COOH + B,0. 

Die Bestimmung wird nun im Harn wie folgt ausgeführt. 

In einem 100 cm3-Meßkolben werden 50 cm® Urin abgemessen, Phenol- 
phtalein (1 cm3 einer 1/,°/,igen Lösung) und 29 festes Bariumchlorid 
hinzugefügt. Nach Umrühren wird eine gesättigte Lösung von Ba (OH); 
bis zur roten Farbe und darauf noch 5 cm? (zur Entfernung der Phosphate) 
zugefügt; nun füllt man bis 100 cm3 auf, schüttelt gut und läßt den Kolben 
ca. 15 Minuten lang stehen, worauf man durch einen trockenen Filter fil- 
triert. SO cm? des klaren roten Filtrates (= 40 cm® Harn) werden in einen 
100 cem3-Meßkolben gebracht, worauf man die Flüssigkeit durch Zusatz von 
1/, n-HCl mit Lackmuspapier als Indikator neutralisiert und bis auf 100 em® 
verdünnt. In gleichen Teilen, z. B. in 40 cm? (= 16 cm® Harn), bestimmt 
man in dem einen Teil das Ammoniak (nach Krüger-Reich-Schittenhelm oder 
nach Folin-Schaffer), während im anderen die Formoltitrierung nach Sörensen 
ausgeführt wird. , 

Zu der Ausführung der Titrierung sind nötig: a) eine Lösung von 
0:5 g Phenolphtalein in 50 cm# Alkohol +50 cm® Wasser und b) eine Formol- 
mischung, die für jede Versuchsreihe frisch hergestellt werden muß. 50 cm? 
käuflichem (30-—40°/,igem) Formol werden 1 cm® Phenolphtaleinlösung und 
danach !/, n-Barytlauge bis zum ganz schwachen rosa Farbenton zugesetzt. 
Als Kontrollösung wird 20 cm® ausgekochtes, destilliertes Wasser benutzt. 
Es werden erst 10 cm? Formolmischung, danach ca. 5 cm® Barytlauge zu- 
gesetzt, wonach mit !/, n-HÜl zurücktitriert wird. Bei dieser kücktitrierung 
wird die Salzsäure unter Schütteln zugetröpfelt, bis die Flüssigkeit nur 
einen schwachen rosa Farbenton hat (1. Stadium), darauf wird 1 Tropfen 
Baryt zugesetzt, wonach eine deutlich rote Farbe auftritt (2. Stadium). Der 
zu untersuchende Harn wird nun bis zu dieser letzten Farbenstärke titriert, 
indem 20 cm® der Flüssigkeit 10 cm Formolmischung zugesetzt werden und 
gleich darauf !/, n-Barytlauge bis zur Rotfärbung; dann wird mit !/, n-Salz- 
säure zurücktitriert, bis die Farbe der Lösung schwächer als die der Kon- 
trollösung erscheint, und schließlich wird Barytlauge zugetröpfelt, bis die 
Farbe der Kontrollösung wieder erreicht worden ist. Wenn alle vorliegen- 
den Proben auf diese Weise titriert worden sind (bis zum „2. Stadium‘), 


1) V.Henriques, Über quantitative Bestimmung der Aminosäuren im Harne. Zeitschr. 
f. physiol. Chem. Bd. 60. S.1 (1909). 
?) 8. P.L. Sörensen, Enzymstudien. Biochem. Zeitschr. Bd.7. S.45 (1908). 
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werden der Kontrollösung weiter 2 Tropfen Barytlauge zugesetzt, wodurch 
diese eine stark rote Farbe annimmt. Die Titrierung der Analysen wird 
dann vollendet, indem jeder Lösung Barytlauge zugetröpfelt wird, bis die 
stark rote Farbe der Kontrollösung erreicht worden ist. Statt !/, n-Baryt- 
lauge kann auch '/, n-Natronlauge angewandt werden. Die Anzahl der 
verbrauchten Kubikzentimeter !/, n-Lauge mit 2'8 multipliziert, gibt die 
Stickstoffmenge in Milligramm an, die nach‘ Abzug des Ammoniakstickstoffs 
der Menge des Aminosäurestickstoffs entspricht. Zusatz von Toluol zu dem 
Harn zwecks Sterilisierung stört die Bestimmung nicht. Hingegen geben 
&-Oxybuttersäure und andere schwache Säuren in pathologischen Harnen 
wahrscheinlich zu merkbaren Fehlern Anlaß. Harnstoff, Kreatin, Kreatinin 
verhalten sich wie völlig neutrale Stoffe, auch die Gegenwart von Hippur- 
säure übt keinen Einfluß aus. Sind Polypeptide im Harn vorhanden, so 
erniedrigt sich die Menge des Aminosäurestickstoffs, je mehr Aminoäuren 
miteinander verbunden sind. Mittelst Formoltitrierung vor und nach dem 
Kochen mit starker Salzsäure ließ sich auch entscheiden, ob Polypeptide 
im Harn vorhanden sind.') 


Kynurensäure. 


Kynurensäure, G,,H,NO,, y-Oxy-5-Chinolinkarbonsäure, bildet feine farblose 
Nadeln. Schmilzt bei 266—267° unter Kohlensäureentwicklung. Fast unlöslich in kaltem 
Wasser, in heißem zu 0'1°/,, schwer löslich (in 500 Teilen) in kaltem Alkohol, nicht 
unbeträchtlich in heißem; etwas löslich in Äther. Leicht löslich in Alkalihydraten und 
kohlensauren Alkalien. Bei Gegenwart von freien Mineralsäuren entsteht ein Nieder- 
schlag mit Phosphorwolframsäure noch in einer Verdünnung von 1:4000; bei einer Ver- 
dünnung von 1:12.000 schwache Trübung. — Das Barytsalz (C,,H,NO,), Ba+3H,0 
bildet dreieckige, übereinander geschichtete glänzende Plättchen oder Nadeln, 

Zum Nachweis dient die von JaffE°) beschriebene empfindliche Reaktion: die 
Kynurensäure wird im Porzellanschälchen mit Salzsäure und chlorsaurem Kalium ver- 
setzt und auf dem Wasserbade oder vorsichtig über freier Flamme zur Trockene abge- 
dampft, gibt einen rötlichen Rückstand (zum Teil Tetrachloroxykynurin), der beim An- 
feuchten mit Ammoniak sich zunächst braungrün, nach kurzer Zeit smaragdgrün färbt. 


!) Vgl.: V. Henrigues und S. P.L. Sörensen, Über die quantitative Bestimmung 
der Aminosäuren, Polypeptide und der Hippursäure im Harn. Zeitschr. f. physiol. Chemie, 
Bd. 63. S.27 (1909). — Zu der Formolmethode vgl. auch die Arbeiten von H. Malfatti, 
Die Formoltitrierung der Aminosäuren im Harn. Ebenda. Bd.61. S.499 (1909) und 
L.de Jager, Beiträge zur Harnchemie. Ebenda. Bd. 62. S. 333 (1909). — Malfatti titriert 
die Aminosäuren im Harn direkt, nachdem das Ammoniak aus dem Harn durch Fällung 
entfernt worden war. In etwa 50 cm? Harn werden 2—4 g Quecksilberchlorid gelöst und 
dann in kleinen Portionen gepulvertes koblensaures Natrium eingetragen, bis sich eben 
merkliche alkalische Reaktion auf Lackmuspapier zeigt. Die entstandene Fällung wird 
abfiltriert, das Filtrat rasch mit einigen Tropfen Eisessig versetzt und nun durch Schwefel- 
wasserstoff das überschüssige Quecksilber daraus entfernt. Von dem entstandenen Queck- 
silbersulfid wird wiederum abfiltriert und eine gemessene Menge des Filtrates nach 
Entfernung der Kohlensäure und des Schwefelwasserstoffs mit Formol titriert. Vgl. 
auch 7. Yoshida, Biochem. Zeitschr. Bd. 23. 5. 239 (1909). 

?) M. Jaffe, Eine empfindliche Reaktion auf Kynurensäure. Zeitschr. f. physiol. 
Chem. Bd.7. S.399 (1882). 
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Die Intensität der Färbung nimmt beim Stehen an der Luft erheblich zu. Beim Er- 
wärmen geht die grüne oder blaugrüne Farbe in einen schmutzigvioletten Ton über. 

Bei der Darstellung nach Hofmeister‘) werden größere Mengen 
Harn mit 0'1 Volumen konzentrierter Salzsäure, dann mit Phosphor- 
wolframsäure, solange Niederschlag entsteht, versetzt, abfiltriert, der Nieder- 
schlag mit 5°/,iger Schwefelsäure gewaschen, der Niederschlag abgepreßt 
und in der Wärme mit Ätzbaryt zerlegt. Das Filtrat wird von gelöstem 
Baryt durch Kohlensäure befreit, eingedampft und noch warm mit Salz- 
säure bis zu stark saurer Reaktion versetzt. Es fällt ein brauner Nieder- 
schlag von Kynurensäure. 

Darstellung von Ja/fe.?2) Der Harn wird bis zur Trockene ein- 
sedampft und auf dem Wasserbade so lange mit immer neuen Portionen 
von Alkohol extrahiert, bis das heiße Filtrat farblos bleibt. Die vereinigten 
alkoholischen Auszüge werden eingedampft, der Rückstand in Wasser gelöst, 
mit konzentrierter Salzsäure versetzt.?) Nach 24 Stunden wird der Nieder- 
schlag auf gewogenem Filter gesammelt, mit Wasser, Schwefelkohlen- 
stoff und Äther gewaschen, gewogen oder man säuert den im Wasser 
gelösten Sirup mit verdünnter Schwefelsäure an und schüttelt mit Äther 
kräftig durch. Die Kynurensäure scheidet sich nach 24 Stunden ziemlich 
rein aus. 

Darstellung nach Capaldi.*) Der Harn wird mit 50°, einer 
10°/,igen Bariumchloridlösung, die 5°/, konzentrierten Ammoniak enthält, 
vermischt, das Filtrat bis auf '/, der benutzten Harnmenge eingedampft 
und mit 4°/, konzentrierter Salzsäure versetzt. Der Niederschlag wird nach 
16—24 Stunden abfiltriert, mit 1°/,iger Salzsäure ausgewaschen, in ein 
Becherglas gespritzt und in Ammoniak gelöst. Die Lösung wird auf dem 
Wasserbad bis zum Verschwinden des freien Ammoniaks erwärmt, filtriert 
und wieder mit 4°/, konzentrierter Salzsäure versetzt. Der entstandene 
weiße Niederschlag wird nach etwa 6 Stunden durch ein gewogenes Filter 
filtriert, mit 1°/,iger Salzsäure und zweimal mit Wasser gewaschen, bei 
100° getrocknet und gewogen.5) 


!) Fr. Hofmeister, Über die durch Phosphorwolframsäure fällbaren Substanzen 
des Harns. Zeitschr. f. physiol. Chem. Bd. 5. S. 67 (1881). 

2) H. Fühner, Zur Talleochininreaktion des Chinins und der Kynurensäurereaktion 
von Jaffe. Ber. d. Deutsch. chem. Ges. Bd. 38. S. 2713 (1905). 

®) A. Hauser, Untersuchungen über die Kynurensäurebildung im Organismus. 
Arch. f. exper. Path. u. Pharm. Bd. 36. S.1 (1895). 

4) A. Capaldi, Ein Verfahren zur quantitativen Bestimmung der Kynurensäure, 
Zeitschr. f. physiol. Chem. Bd. 23. S. 92 (1897). — Vgl. auch W.J. Gies, A note on the 
excretion of Kynurie acid. Amer. Journ. of Physiol. Vol. 5. p. 191 (1901). — L. B. Mendel 
and E. €. Schneider, On the exceretion of Kynurie acid. Amer. Journ. of Physiol. Vol. 5. 
p. 427 (1901). — L.B. Mendel and Jackson, Amer. Journ. of Physiol. Vol.2. p.1 (1898). 
— R.E. Swain, Some notable constituents of the urine of the coyotte. Amer. Journ. 
of Physiol. Vol. 13. p. 30 (1905). 

5) Nach den Erfahrungen von E. Abderhalden, E.S. London und L. Pincussohn 
(Zeitschr. f. physiol. Chemie. Bd. 62. S. 139 [1909]) ist die Methode von Jaffe der von 
Capaldi vorzuziehen. 
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Säuren unbekannter Konstitution. | 


Hierher gehören die Oxyproteinsäure, Alloxyproteinsäure, Antoxyprotein- 
säure; ferner die Uroprotsäure von Cloetta, die Uroferrinsäure von Thiele 
und die Säure von Hari. 


Oxyproteinsäure, Alloxyproteinsäure, Antoxyproteinsäure. 


Ihre Darstellung beruht darauf, daß die Alloxyproteinsäure durch 
Bleiessig gefällt wird und aus dem Filtrate die Oxyproteinsäure aus 
neutraler, die Antoxyproteinsäure aus essigsaurer Lösung durch essig- 
saures Quecksilberoxyd abgeschieden werden. 

Die Darstellung erfolgt nach St. Bondzynski, St. Dombrowski und 
K. Panek.‘) 

Oxyproteinsäure, C;s Has Nis O5: 

Der Harn wird direkt im Vakuum eingedickt. Das lästige Schäumen 
wird dabei leicht verhindert, wenn man den Harn vorher mit einer geringen 
Menge Alkohol versetzt, die Destillation unter fortdauerndem Zufließen der 
zu destillierenden Flüssigkeit verlaufen läßt und dabei Sorge trägt, daß der 
Destillierkolben nicht zu viel Flüssigkeit enthalte. Den erhaltenen dünnen 
Sirup versetzt man hierauf bis zum Auftreten einer schwachen Blaufärbung 
an mit Kongorot gefärbten Papierstreifen mit verdünnter Schwefelsäure 
und darauf mit 1'/, Volumen Alkohol; von ausgeschiedenen Alkalisulfaten 
wird abfiltriert, die alkoholische Lösung mit Wasser verdünnt und mit Baryt- 
wasser gefällt, der Barytüberschuß gleich darauf mit Kohlensäure zur Aus- 
fällung gebracht und die Flüssigkeit dann von dem gesamten Barytnieder- 
schlag filtriert. Das Filtrat wird im Vakuum bis zur Sirupkonsistenz ge- 
bracht und nach dem Entfernen eines großen Teiles des Natriumchlorids 
durch Auskristallisieren in der Kälte mit konzentriertem Alkohol gefällt. 
Der erhaltene Niederschlag von Bariumsalzen wird nach dem Trocknen 
im Exsikkator in Wasser gelöst und die Lösung mit Bleiessig gefällt. Der 
Bleiniederschlag enthält die Körper der Alloxyproteinsäuregruppe und wird 
zur Darstellung derselben verwendet, das Filtrat dient zur Darstellung der 
Antoxyproteinsäure, vor allem aber der mit Quecksilberacetat beim Neu- 
tralisieren fällbaren Verbindung, der Oxyproteinsäure. Zu dem Zwecke muß 
aus dem Filtrat vorerst nicht nur das Blei, sondern auch die Essigsäure 
entfernt werden. Das Blei wird mit Natriumkarbonat ausgefällt; die Essig- 
säure kann nur durch Äther entzogen werden; dies geschieht so, daß das 
Filtrat von Bleikarbonat mit Essigsäure neutralisiert, eingeengt und nach 


ı) St. Bondzynski, St. Dombrowskt und K. Panek, Über die Gruppe von stickstoff- 
und schwefelhaltigen organischen Säuren, welche im normalen Menschenharn enthalten 
sind. Zeitschr. f. physiol. Chem. Bd. 46. S.83 (1905). — Vgl. auch St. Bondzynski und 
R. Gottlieb, Über einen bisher unbekannten normalen Harnbestandteil, die Oxyprotein- 
säure. Zentralbl. f. med. Wissensch. Bd. 35. S. 577 (1897). — :@. Töpfer, Zur Kenntnis 
des unter dem Namen „Oxyproteinsäure“ beschriebenen Harnbestandteiles. Ebenda. Bd.35. 
8.705 (1897). — St. Bondzynski und K. Panek, Über die Alloxyproteinsäure. Ber. d. 
Deutsch. chem. Ges. Bd. 35. S. 2959 (1902). 
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dem Entfernen der Alkalimetalle und Verjagen des Alkohols im Schwarz- 
schen Apparate mit Äther extrahiert wird. Das mit Äther ausgezogene 
essigsäurefreie Gemisch wird in Bariumsalze umgewandelt, welche mittelst 
der Fällung mit Alkohol schließlich in trockenem Zustand erhalten werden. 
Dieses Präparat von Bariumsalzen, das frei von Natriumacetat ist, dient 
nun zur Fällung mit Quecksilberacetat; seine wässerige Lösung wird mit 
Essigsäure leicht angesäuert und mit einer 20°/,igen Lösung von Queck- 
silberacetat versetzt. Es entsteht eine reichliche Fällung. Noch reichlicher 
war die durch Neutralisieren des Filtrates erzeugte Fällung; es wird nun 
abwechselnd bald die Quecksilberacetatlösung, bald eine Sodalösung so lange 
zugesetzt, wie ein weißer Niederschlag noch ausfällt; mit dem Erscheinen 
eines gelben Niederschlages wird die Fällung unterbrochen. Dieser Nieder- 
schlag besteht nun zum größten Teil aus dem Quecksilbersalz der Oxy- 
proteinsäure. Schon die letzte Fraktion des bei saurer Reaktion ausge- 
fallenen Quecksilberniederschlages erweist sich als aus mehr oder weniger 
reinem Quecksilbersalz der Oxyproteinsäure bestehend. Von den letzten 
Spuren der Antoxyproteinsäure lassen sich die Salze der Oxyproteinsäure 
durch Umfällen mit Quecksilberacetat befreien, indem die ersten Fraktionen 
jeder Fällung verworfen werden und der Prozeß so lange wiederholt wird, 
bis die Präparate keine Diazoreaktion mehr geben. Das schließlich reine 
Quecksilbersalz wird mit Schwefelwasserstoff zerlegt, die freie Säure mit 
Äther ausgezogen und dann in Ba- und Ag-Salz umgewandelt. 


Die Säure gibt keine Xanthoprotein-, keine Biuretprobe; schwache Chamois- 
färbung mit Millon. Gibt nicht die Diazoreaktion, keine Fällung mit Phosphorwolfram- 
säure. Ihre Alkalisalze sind in Wasser zerfließlich, auch in Alkohol nicht schwer löslich. 
Ca- und Ba-Salz ebenfalls zerfließlich im Wasser, ist aber schwer löslich in Alkohol, 
wenn auch leichter als die entsprechenden Salze der Antoxyproteinsäure. 


Antoxyproteinsäure. 

Der Harn wird so vorbereitet: Nach der Entfernung der Phosphor- 
säure mit Kalk, der Schwefelsäure mit Barythydrat und dem Ausfällen 
des Ca- und Barytüberschusses mit CO, wird der Harn bis zur Konsistenz 
eines dünnen Sirups im Vakuum bei 55° eingeengt, durch abwechselndes 
Einengen und Erkaltenlassen und dabei erfolgender Kristallisation von 
einem großen Teil der NaCl sowie teilweise vom Harnstoff befreit und 
dann mit einem Alkohol-Äthergemisch (2:1) mehreremal ausgezogen; der 
in Alkoholäther unlösliche Rückstand wird nun in Wasser gelöst und be- 
hufs Entfernung der Alloxyproteinsäuregruppe mit Bleiessig gefällt. 

Zu dem Filtrat des Bleiniederschlages wird nach dem Entfernen 
von Blei mit Natriumkarbonat, dem Neutralisieren der alkalischen Flüssig- 
keit mit Essigsäure, dem Einengen und schwachen Ansäuern mit Essig- 
säure eine 20°/,ige Lösung von Quecksilberacetat zugesetzt, und zwar 
so lange, wie sie noch eine Fällung erzeugt. Dieser bei saurer Reaktion 
ausgefallene Quecksilberniederschlag wird abgenutscht, bis zum Verschwinden 
der Chlorreaktion im Filtrat mit Wasser ausgewaschen und mit Schwefel- 
wasserstoff zerlegt, das Filtrat vom Quecksilbersulfit nach dem Verjagen 
des Schwefelwasserstoffs noch einmal mit Quecksilberacetat in saurer 
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Lösung versetzt, der Niederschlag mit Schwefelwasserstoff zerlegt, die 
schwefelwasserstofffreie Lösung der Säure mittelst Bariumhydrat gebunden 
und nach Ausfällen des Barytüberschusses mit Kohlensäure sowie Konzen- 
tration der Flüssiekeit in vacuo bis zur Konsistenz eines Sirups durch 
Eingießen in konzentrierten Alkohol als Bariumsalz gefällt, durch wieder- 
holtes Auflösen in Wasser und Umfällen in Alkohol gereinigt und im 
Vakuumexsikkator getrocknet, oder es wird das Silbersalz dargestellt. Zu 
diesem Zwecke wird das Bariumsalz in der Lösung mittelst Natriumsulfat 
in das Natriumsalz übergeführt (unter Vermeidung des geringsten Über- 
schusses von Natriumsulfat), dann wird eine zur Ausfällung des Chlors 
eben genügende Menge Silbernitrat hinzugefügt; die Lösung vom ausge- 
schiedenen Chlorsilber filtriert, das Filtrat mit einem berechneten Über- 
schuß von Silbernitrat und darauf mit Alkohol im Verhältnis 1:1 versetzt. 
Das Silbersalz fällt als weißer flockiger Niederschlag, der mit 50°/,igem, 
dann mit 97°/,igem Alkohol gewaschen, von Alkohol mit Äther befreit und 
im Vakuumexsikkator getrocknet wird. Noch vorteilhafter erwies es sich, 
aus dem nach obiger Methode dargestellten Bariumsalz durch 
partielles Zerlegen mit einer zur vollständigen Ausfällung von Barium un- 
genügenden Menge verdünnter Schwefelsäure, Eindampfen der Lösung in 
vacuo bis zur Konsistenz eines Sirups, Ausziehen der freien Säure mit 
absolutem Alkohol und Binden derselben an Baryt ein Präparat des Barium- 
salzes der Antoxyproteinsäure darzustellen, das mit alloxyproteinsaurem 
Barium nicht verunreinigt war. 


Die Antoxyproteinsäure wird in konzentrierten Lösungen von Phosphorwolfram- 
säure gefällt; die Fällung ist im Überschuß des Fällungsmittels und in Wasser löslich. 
Die Kalium- und Natriumsalze sind in Wasser sehr leicht löslich, die Ca- und Ba-Salze 
ebenfalls sehr leicht löslich, in absolutem Alkohol ist das Bariumsalz sehr schwer, das 
Ca-Salz etwas leichter löslich. Das Silbersalz ist in Alkohol unlöslich. Ist schwefelhaltig. 
Der Schwefel wird beim Kochen mit Alkalien abgespalten. Ist optisch aktiv, dreht die 
Ebene des polarisierten Lichtes ziemlich stark nach rechts. Gibt keine Biuret-, keine 
Millonsche Reaktion, hingegen die Ehrlichsche Reaktion mit Diazobenzolsulfosäure. 


Alloxyproteinsäure. 

Als Ausgangsprodukt dienen die Bleiniederschläge, die bei der Ge- 
winnung der Antoxyproteinsäure sowie der Oxyproteinsäure von dem diese 
Säuren enthaltenden Filtrate getrennt werden. Zur Entfernung der Säuren 
der Oxyproteinsäuregruppe wird mittelst Oxalsäure der Bleiniederschlag 
fraktioniert zerlegt. Die Oxalsäure zerlegt in dem Gemische der betreffen- 
den Säuren zuerst die Bleisalze der Säuren der Oxyproteinsäuregruppe. 
Der Bleiniederschlag wird nach dem Auswaschen mit wenig Wasser (mit 
einem Rührwerk) in zwei nacheinander folgenden Operationen anfangs mit 
einer sehr verdünnten Lösung von Oxalsäure, schließlich mit einem Über- 
schuß dieser Säure unter stetem Umrühren zerlegt. Die bei den Zerlegungs- 
prozessen erhaltenen Filtrate werden durch Binden der freien Säure mittelst 
Kalkhydrat, Entfernen des Kalküberschusses mittelst Kohlensäure, Einengen 
bei gelinder Wärme in vacuo und Fällen mit Alkohol auf Caleiumsalz der 
Alloxyproteinsäure verarbeitet. Die zweiten Fraktionen enthalten nach einer 
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Umfällung mit Alkohol und Ausziehen mit Alkohol nur Calciumsalze von 
mit Bleiessig fällbaren Verbindungen. Durch Zerlegen mit Oxalsäure, Fil- 
trieren von oxalsaurem Calcium, Ausfällen des Oxalsäureüberschusses mit 
Barythydrat, Entfernen des Barytüberschusses mit Kohlensäure und Fällen 
des eingeengten Filtrates mit konzentriertem Alkohol wird das Calciumsalz 
in Bariumsalz umgewandelt. 

Die alloxyproteinsauren Salze unterscheiden sich von den oxy- und antoxyprotein- 
sauren Salzen durch ihre geringere Löslichkeit in Alkohol. 

Die Säure ist schwefelhaltig. 

Die freie Alloxyproteinsäure ist sowohl in Wasser, wie in konzentriertem Alkohol 
leicht löslich und wird aus der Lösung in Alkohol auch mit Äther nicht gefällt. 

Gibt die Ehrlichsche Diazoreaktion nicht. 


Zur quantitativen Bestimmung der Oxyproteinsäurefraktion ver- 
fuhr W. Ginsberg‘) wie folgt: 

1000 em® Harn (dessen Gesamt-N vorher nach Kjeldahl bestimmt 
wird) wird mit heißgesättigter Bariumhydroxydlösung in Überschuß gefällt, 
durch Kohlensäure von Barytüberschuß befreit, ein aliquoter Teil heiß 
filtriert und auf dem Wasserbade bis zum dünnen Sirup eingedampft und 
dieser nach dem Prinzip von Mörner-Sjögvist mit Ätheralkohol (1:2) 
erschöpft. Dies wird dadurch erreicht, daß der Sirup, mit der zwanzig- 
fachen Volummenge AÄtheralkohol versetzt und gut durchgeschüttelt, 
24 Stunden in verschlossenem Gefäß stehen bleibt, dann die Flüssigkeit 
von dem abgesetzten Niederschlag oder Sirup abgegossen, der Rückstand 
mehrmals (eventuell auf dem Filter) mit Ätheralkohol gewaschen und dann 
in Wasser gelöst wird. In dieser Fraktion sind Harnstoff, Harnsäure, 
Ammoniak, Kreatin, Kreatinin, Hippursäure nicht vorhanden (beim Hunde- 
harn ist möglicherweise noch Allantoin vorhanden), sondern anscheinend 
nur die Bariumsalze der drei Oxyproteinsäuren und ein derzeit noch unbe- 
kannter stickstoffhaltiger Rest. Die Gesamtheit der Oxyproteinsäuren wird 
durch Quecksilberacetat unter Sodazusatz ausgefällt und ihr Stickstoff- 
gehalt nach Kjeldahl bestimmt. 

Zur quantitativen Bestimmung von Proteinsäuren im Blute 
wurde von J. Browinski folgendes Verfahren eingeschlagen.?) 1 ! Serum wurde 
nach der 5Sfachen Verdünnung mit Wasser vom Eiweiß mittelst Ansäuern mit 
Essigsäure, Kochen und Filtrieren befreit. Nachdem diese Flüssigkeit 
unter vermindertem Druck auf 400 cm? eingedampft worden war, wurde in 


!) W. Ginsberg, Über die Mengenverhältnisse und die physiologische Bedeutung 
der Oxyproteinfraktion des Harnes. Hofmeisters Beitr. Bd. 10. S. 411 (1907). — Vgl. 
ferner das Verfahren von Witold Gawinski, Quantitative Untersuchungen über die Aus- 
scheidung von Proteinsäuren im Harn von gesunden Menschen sowie in einigen Krank- 
heitsfällen. Zeitschr. f. physiol. Chem. Bd. 58. S.454 (1909). 

?) J. Browinski, Über die Gegenwart von Proteinsäuren im Blute. Zeitschr, f. 
physiol. Chem. Bd. 58. S. 134 (1908/9). — Siehe auch die Arbeit von H. Liebermann, Über 
die Gruppe von N- und S-haltigen organischen Säuren, welche im normalen Menschen- 
harn enthalten sind. Zeitschr. f. physiol. Chem. Bd. 52. S.129 (1907). — Über Uroprot- 
säure vgl. Cloetta, Über die Uroprotsäure, einem neuen Bestandteil des Harnes. Arch. 
f. exper. Pharm. u. Path. Bd. 40. S.29 (1898). 
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100 cm® der N bestimmt, aus 300 cm® die Proteinsäure isoliert. Zu diesem 
Zwecke wurde der Flüssiekeit Quecksilberacetat und Natriumkarbonat bis 
zum Gelbwerden des Niederschlages zugesetzt, nach genauem Waschen die 
Hg-Salze des Niederschlages in Bariumsalze umgewandelt. Die Lösung dieser 
wurde im Vakuum bis auf einige Kubikzentimeter konzentriert, mit einem 
vielfachen Volumen einer Alkohol-Äthermischung (2:1) versetzt. Die ausge- 
fällten Bariumsalze wurden nach dem Auswaschen mit absolutem Alkohol in 
Wasser gelegt und ihr N nach Kjeldahl bestimmt. Außerdem kann in einem 
Teil des eiweißfreien Filtrates eine N-Bestimmung im Hg-Acetat-Niederschlag 
ausgeführt werden. — Daneben wurden die Proteinsäuren auch so bestimmt, 
daß das enteiweißte Filtrat nach dem Einengen im Vakuum mit Schwefel- 
säure bis zu schwach saurer Reaktion (gegen Kongo), dann mit dem zwei- 
fachen Volumen Alkohol versetzt, das Filtrat mit Wasser verdünnt und die 
freien Proteinsäuren in die Bariumsalze überführt, die Lösung auf einige 
Kubikzentimeter eingeengt, die nach Fällung mit der Alkohol-Äthermischung 


gewonnenen Bariumsalze zur Bestimmung des N benutzt wurden. 

Zur Darstellung der Uroferrinsäure von Thiele!) wird der Harn bei 40° 
zum Sirup konzentriert, mit 1'/, Volumen 90°,igem Alkohol geschüttelt, filtriert, 
eingeengt und neutral nach Absättigung mit Ammonsulfat mit Eisenammonalaun ge- 
fällt. Der in verdünnter Schwefelsäure in der Kälte gelöste Niederschlag wird mit 
Ammoniak ebenfalls in der Kälte gefällt, vom Eisen filtriert und mit alkoholischer 
Schwefelsäure aufgenommen. Nach Entfernung der Schwefelsäure und des Alkohols 
wird mit Essigsäure versetzt, die Lösung in sehr viel absoluten Alkohol eingetragen, 
die enstandene Fällung in absoluten Methylalkohol aufgenommen und mit absolutem 
Äther gefällt. 

Bei der Darstellung der Säure von Häri?) werden 10—207 frischer Harn (ohne 
vorherige Ansäuerung) mit einer 10°/,igen Phosphorwolframsäure gefällt, der Niederschlag 
mit Ätzbaryt zersetzt und aus dem in Lösung gegangenen Anteil Baryt durch CO, entfernt. 
(Die Entfernung des Baryts muß möglichst sofort erfolgen.) Das Filtrat wird auf dem 
Wasserbad zu einem eben feuchten kristallinischen Brei eingedampft, der braune Rück- 
stand mit 96°/,igem Alkohol zunächst einige Stunden digeriert, dann heiß extrahiert, 
schließlich der alkoholische Extrakt stark eingeengt. Von den nach dem Erkalten sich 
ausscheidenden Kristallmassen (hauptsächlich Kreatinin) wird abfiltriert, die alkoholische 
Lösung mit überschüssigem Äther versetzt. Aus der dabei entstehenden gelblich-weißen 
Emulsion scheidet sich nach wenigen Minuten eine diekflüssige, gelbbraune Schichte ab, 
die in wenig Wasser gelöst eine intensiv alkalisch reagierende Flüssigkeit darstellt. Diese 
Flüssigkeit mit einer Lösung von Zink, Silber oder Cadmium versetzt, gibt einen volu- 
minösen Niederschlag, über Schwefelsäure, dann bei 98—99° getrocknet, gelbe oder 
braune Schollen, die zu einem gelben Pulver zerreiblich sind. 


Phenole. 


1. Phenol, C,H, OH. Kristallisiert in Nadeln, schmilzt bei 42°, siedet bei 180°, 
löslich in Wasser, Alkohol, Äther. 

Zu seinem Nachweis dienen folgende Reaktionen: 1. Bei Zusatz von Eisenchlorid 
blauviolette Färbung. 2. Beim Kochen mit Millonschem®) Reagens dunkelrote Färbung, 


!) O. Thiele, Über Uroferrinsäure. Zeitschr. f. physiol. Chem. Bd. 37. 8.251 (1902/3). 

®2) P. Häri, Über einen neuen stiekstoffhaltigen Bestandteil des normalen Menschen- 
harnes. Zeitschr. f. physiol. Chem. Bd. 46. S.1 (1905). 

5) Millons Reagens wird dargestellt, indem man Quecksilber in dem doppelten 
Gewicht Salpetersäure von 1'42 spez. Gew. zunächst in der Kälte, dann beim mäßigen 
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eventuell roter Niederschlag. 3. Bei Zusatz von Bromwasser entsteht zuerst ein gelatinöser 
Niederschlag (Brom- resp. Dibrompheno]), bei weiterem Zusatz ein gelblichweißer kristalli- 
nischer Niederschlag von Tribromphenol. 

Die Isolierung aus dem Harn, in welchem die Phenole als gepaarte 
Verbindungen vorhanden sind, erfolgt in der Weise !), daß man größere 
Mengen Harn (mindestens 200 em?) mit 50 em3 rauchender Salzsäure ver- 
setzt, destilliert, bis das Destillat mit Bromwasser keine Trübung mehr 
gibt. Das Destillat, das außer Phenolen noch Indol, flüchtige Säuren usw. 
enthält, wird mit Alkali stark übersättigt, nochmals destilliert; dabei gehen 
Ammoniak, Indol, Skatol über. Die zurückgebliebene erkaltete Flüssigkeit 
sättigt man mit Kohlensäure, um die Phenole aus ihren Natriumverbindungen 
frei zu machen, destilliert, bis das Destillat keine Reaktionen auf Phenol 
zeigt. Man kann auch das in der Kälte mit kohlensaurem Natrium gesättigte 
Destillat mit Äther ausschütteln, den abgetrennten Äther bei gewöhnlicher 
Temperatur verdunsten lassen. 

2. Kresol, C,H,.CH,.OH, o- und namentlich p-Kresol bilden den 
Hauptbestandteil der Phenole im Harn. 

Das o-Kresol schmilzt bei 31—31°5°, siedet bei 185—186°; das p-Kresol 
schmilzt bei 36°, siedet bei 199°, ist wenig löslich in Wasser. 

Nachweis wie beim Phenol. Parakresol gibt mit Eisenchlorid eine schmutzig grau- 
blaue Färbung. 


Die Trennung des Parakreosols vom Phenol und o-Kresol nach 
Baumann?) beruht darauf, daß das Bariumsalz der Parakresolsulfosäure 
mit überschüssigem Baryt eine in Barytwasser unlösliche Verbindung gibt, 
während die Bariumsalze der Phenolsulfosäure und der Kresolsulfosäure 
durch Barytwasser nicht gefällt werden. Die nach dem obigen Verfahren 
erhaltenen Destillate werden mit überschüssigem Alkali versetzt, eingedampft, 
dann angesäuert und mit Äther mehrmals ausgeschüttelt. Man verdunstet 
die abgetrennte Ätherlösung, trocknet den Rückstand mit Chlorcaleium und 
destilliert. (Der größte Teil des Phenolgemenges geht bei 196—202° über, 
ganz am Schlusse steigt das Thermometer auf über 230°.) Das Destillat 
wird mit dem gleichen Gewicht konzentrierter Schwefelsäure eine Stunde 
auf dem Wasserbade erwärmt, mit Wasser verdünnt, mit Baryt neutralisiert 
und filtriert, das Filtrat bis nahe zur Kristallisation eingedampft und mit 
überschüssigem, konzentriertem Barytwasser versetzt. Nach zwölfstündigem 
Stehen wird das abgeschiedene basische p-kresolsulfosaure Barium abfiltriert, 
das Filtrat durch Kohlensäure von überschüssigem Baryt befreit, filtriert, 
auf ein kleines Volumen eingedampft, wieder mit konzentriertem Barytwasser 
(der Rest des noch in Lösung enthaltenen p-kresolsulfosauren Ba) gefällt 
und nach 12 Stunden abfiltriert. Durch das Filtrat leitet man CO,, filtriert, 


Erwärmen löst, das doppelte Volumen Wasser zufügt und nach mehrstündigem Stehen 
die klare Flüssigkeit abgießt. 

1) H. Thierfelder, Handbuch der chemischen Analyse. 8. Aufl. S.266 (1909). 

?) E. Baumann, Über die Ätherschwefelsäuren der Phenole. Zeitschr. f. physiol. 
Chem. Bd.2. S. 336 (1878/9). — Derselbe, Über den Nachweis und Darstellung von 
Phenolen und Oxysäuren aus dem Harn. Zeitschr. f. physiol. Chem. Bd.6. S.183 (1882). 
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verdampft zur Trockene und wägt den Rückstand, der das phenolsulfosaure 
und das o-kresolsulfosaure Barium enthält. Die Niederschläge werden in 
Wasser zerteilt und mit CO, behandelt. Das Filtrat wird verdunstet, 
getrocknet und gewogen. 

Zum Nachweis des o-Kresols löst man nach Thierfelder') die Kali- 
schmelze des Phenolgemisches in Wasser, säuert mit Schwefelsäure an, 
schüttelt mit Äther aus und extrahiert den Verdampfungsrückstand des Äther- 
auszuges mit Chloroform. In dieses geht die aus dem o-Kresol entstandene 
Salievlsäure über und läßt sich durch Violettfärbung der wässerigen, durch 
Destillation von Phenol befreiten Lösung mittelst Eisenchlorid nachweisen. 

Ein bequemes Verfahren zum Nachweis von Phenol im Harn besteht 
nach Salkowski darin, daß man den Harn im Reagenzglas mit etwas Sal- 
petersäure zum Sieden erhitzt: es tritt bittermandelartiger Geruch nach 
Örthonitrophenol auf; nach völligem Erkalten fügt man Bromwasser hinzu. 
Es entsteht ein Niederschlag von Nitrotribromphenol. Normaler Harn zeigt 
höchstens eine leichte Trübung. Eine zweite Probe macht man nach dem 
Erhitzen mit Salpetersäure mit Natronlauge alkalisch: orangerote Färbung 
durch das Nitrophenolnatrium. 


Bei der Darstellung der Phenolschwefelsäuren als Kaliumsalz nach Bau- 
mann verdunstet man 8—10/ Harn von Hunden, denen man täglich mehrere Gramm 
Phenol gegeben hat, zum Sirup, extrahiert den Rückstand mit 96°/,igem Alkohol, fällt 
die abfiltrierte Lösung in der Kälte mit einer Lösung von Oxalsäure in Alkohol voll- 
ständig aus, filtriert nach 10 Minuten und setzt Kalilauge bis zur schwach alkalischen 
Reaktion hinzu. Dann wird wieder filtriert, die Flüssigkeit zum Sirup verdunstet und 
der Sirup in der Kälte stehen gelassen. Die ausgeschiedenen Kristalle werden abgesaugt 
und aus siedendem Alkohol umkristallisiert. Das so erhaltene phenolschwefelsaure Kalium 
ist rein. 

Ein Gemisch von Phenol- und Parakresolschwefelsäure erhält man, wenn Pferde- 
harn (50—100 !) zum Sirup eingeengt, mit 90°/,igem Alkohol aufgenommen wird. Der 
wieder zum dünnen Sirup verdunstete Auszug wird mehrere Tage lang einer möglichst 
niederen Temperatur ausgesetzt. Die Flüssigkeit erstarrt zu einem Kristallbrei; das Ge- 
misch wird wiederholt aus Alkohol umkristallisiert.?) 


Die quantitative Bestimmung des Phenols und Kresols erfolgt 
nach Kossler und Penny) mit der Modifikation von €. Neuberg. Es wird 
dabei das Phenol durch Hypojodid in Trijodphenol, das Kresol in Trijod- 
kresol übergeführt und jodometrisch bestimmt. 

500 cm® Harn werden bei schwach alkalischer Reaktion auf etwa 
100 cm3 eingedampft, wobei das Aceton (auch NH, ) entweicht, der konzentrierte 


1) Thierfelder, 1. c. S. 267. — J. Munk, Zur vergleichenden Chemie des Säugetier- 
harnes. Arch. f. Anat. u. Phys. Suppl.-Bd. (1880) 27. 

2) C. Preusse, Über das Vorkommen isomerer Kresolschwefelsäuren im Pferde- 
harn. Zeitschr. f. physiol. Chem. Bd.2. S. 355 (1878). — E. Baumann und (©. Preusse, Zur 
Kenntnis der Oxydationen und Synthesen im Tierkörper. Zeitschr. f. physiol. Chem. Bd. 3. 
S.156 (1879). — Schmiedeberg, Über Oxydationen und Synthesen im Tierkörper. Arch. 
f. exper. Pharm. Bd. 14. S. 305 (1881). 

») A. Kossler und E. Penny, Über die maßanalytische Bestimmung der Phenole 
im Harn. Zeitschr. f. physiol. Chem. Bd. 17. S. 117 (1893). — €. Neuberg, Über die quan- 
titative Bestimmung des Phenols im Harn. Zeitschr. f. physiol. Chem. Bd. 27. 5.123 (1899). 
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Harn in einen Destillationskolben übergeführt, mit soviel H,SO, versetzt, 
daß die Flüssigkeit ungefähr 5°, der ursprünglichen Harnmenge davon 
enthält, und destilliert. Wenn der Kolbeninhalt so weit abdestilliert ist, 
daß) die Flüssigkeit heftig zu stoßen beginnt, verdünnt man mit Wasser, 
destilliert weiter und wiederholt dies mindestens 5—6mal. Die Vorlagen 
können während der Destillation offen sein, ohne daß Phenol verloren 
geht. Das Destillat wird zur Bindung von Ameisensäure und salpetriger 
Säure mit Caleiumkarbonat ordentlich durchgeschüttelt (bis die saure Reaktion 
verschwunden ist), abermals destilliert und die Destillation nach Zufügen 
von Wasser zum Rückstande mehrmals wiederholt. Um die bei der Destillation 
aus den Kohlehydraten des Harns entstehenden jodbildenden Körper abzu- 
trennen, werden die Destillate in einem großen 2 /-Kolben vereinigt, mit 
einer Auflösung von 1 9 Ätznatron und 6 g Bleizucker zersetzt und etwa 
15 Minuten auf lebhaft siedendem Wasserbade erhitzt. Hierbei löst sich 
ein Teil des Bleioxyds in den Phenolen zu basischen Bleiphenolaten, während 
die leicht flüchtigen Aldehyde entweichen. Zur vollständigen Entfernung 
der letzteren erhitzt man den Kolbeninhalt noch kurze Zeit am absteigenden 
Kühler auf freiem Feuer, bis wenige Kubikzentimeter des Destillates ammonia- 
kalische Silberlösung nicht mehr reduzieren (was gewöhnlich nach 5 Minuten 
der Fall ist); längeres Erhitzen ist zu vermeiden. Die Phenole bleiben als 
basische Bleiphenolate zurück, während die anderen jodbindenden Substanzen 
entweichen. Man säuert nun den Kolbeninhalt stark mit verdünnter Schwefel- 
säure an und destilliert die Phenole unter zweimaliger Ergänzung des 
Wassers ab. Ein aliquoter Teil des gemessenen Destillates wird in einer 
gut schließenden Stöpselflasche aus einer Bürette mit nitritfreier !/,, n-Natron- 
lauge bis zur stark alkalischen Reaktion versetzt, durch Eintauchen in 
heifjes Wasser auf 60° erwärmt, dann !/,, n-Jodlösung, und zwar 15—20 em? 
mehr als man !/,, n-Natronlauge genommen, zugefügt und verschlossen 
geschüttelt. Nach dem Erkalten wird angesäuert und das Jod mit !/,, D- 
Natriumthiosulfatlösung zurücktitriert. 

1 cm: !/,, n-Jodlösung entspricht 1'567 mg Phenol oder 1'8018 mg 
Kreso!l. 

Da nach den Untersuchungen von W. Mooser!) die Verwendung von 
Schwefelsäure und die Destillation über Caleciumkarbonat, wie in der ur- 
sprünglichen Vorschrift angegeben, nachteilig sind, schlägt er folgende 
Modifikation des Verfahrens vor. Eine abgewogene, schwach alkalisch ge- 
machte Harnmenge (200—250 9) wird auf dem Wasserbad auf ca. !/, ein- 
gedampft, in den Destillationskolben*gespült und dieser mit dem Kühler 
verbunden. Durch den Hahntrichter läßt man so viel sirupöse Phosphor- 
säure langsam hinzufließen, daß deren Menge ca. 5°/, des ursprünglichen 
Harnvolumens ausmacht. Unter guter Kühlung wird dann bis auf ea. 100 cm? 
abdestilliert und die Destillation nach jeweiligem Nachgießen von 50 em? 


1) W. Mooser, Beitrag zur Kenntnis der aromatischen Körper des Harns. Zeitschr. 
f. physiol. Chem. Bd. 63. S. 155 (1903). 
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Wasser so lange wiederholt, bis das Destillat keine Millonsche Reaktion 
mehr zeigt. Die in einem geräumigen Kolben aufgefangenen Destillate 
werden nach Übersättigung mit kohlensaurem Kalk unter Einleiten eines 
reinen Kohlensäurestromes einer erneuten Destillation unterworfen und 
diese, wie angegeben, wiederholt. Die übergehende Flüssigkeit wird am 
besten in einem Schottschen Literkolben mit eingeschliffenem Stopfen 
aufgefangen und nach Kossler und Penny titriert. 

3. Brenzkatechin, (C,H,(OH), 1,2. Kristallisiert aus Wasser und Äther in 
Prismen, aus Benzol in Tafeln. Schmilzt bei 104°, siedet ohne Zersetzung bei 245°5°. 
Sublimiert in glänzenden, rechtwinkeligen Plättchen. Ist in Wasser, Alkohol, Äther, 
kaltem Benzol leicht löslich. Die wässerige Lösung wird mit Bleiacetat gefällt. Mit Eisen- 
chlorid färbt es sich grün. Alkalische Kupferlösung und ammoniakalische Silberlösung 
werden reduziert. Die wässerige Lösung färbt sich bei Gegenwart von Alkalien oder 
kohlensauren Alkalien grün, grünbraun bis schwarz. 

Zum Nachweis des Brenzkatechins wird nach Thierfelder‘) der mit HCl 
angesäuerte Harn der Destillation unterworfen, bis keine flüchtigen Phenole mehr 
entweichen; man schüttelt die zurückgebliebene Flüssigkeit mit Äther aus, und den 
Ätherauszug mit verdünnter Sodalösung. Der Äther wird verdunstet, der Rückstand in 
wenig Wasser gelöst und die filtrierte wässerige Lösung auf Brenzkatechin geprüft. 

Zur Darstellung des Brenzkatechins wird nach Baumann der Harn 
stark mit Salzsäure angesäuert, eine halbe Stunde auf dem siedenden 
Wasserbade digeriert und nach dem Erkalten mehrmals mit Äther extrahiert. 
Die Ätherlösungen schüttelt man zur Entfernung der Säuren (Salzsäure und 
organische Säuren) wiederholt mit verdünnter Sodalösung, so lange diese 
sich noch färbt, destilliert den Äther ab, versetzt den Rückstand mit zirka 
20 cm? gesättigter Lösung von Kochsalz und Natriumsulfat, um Phenol 
und Kresol abzuscheiden (diese bleiben größtenteils ungelöst zurück), filtriert 
die Salzlösungen, die Brenzkatechin und Hydrochinon enthalten können, 
und destilliert die mit Wasser verdünnte Lösung, um Phenol und Kresol 
ganz zu entfernen. Nach dem Erkalten wird mit Äther extrahiert. Beim 
Verdunsten der Ätherauszüge bleiben Brenzkatechin und Hydrochinon als 
Sirup zurück, der kristallinisch erstarrt, wenn nicht sehr wenig Hydrochinon 
sich darin befindet. Man löst den Rückstand in Wasser und fällt das 
Brenzkatechin aus der Lösung mittelst Bleiacetat unter Vermeidung eines 
Überschusses. Hydrochinon bleibt in Lösung. Der Bleiniederschlag wird in 
Wasser verteilt, mit Schwefelsäure zerlegt und mit Äther geschüttelt. Aus 
der ätherischen Lösung bleibt beim Abdunsten das Brenzkatechin in kaum 
gefärbten Prismen zurück. Die vom Bleiniederschlag abfiltrierte Flüssigkeit 
wird angesäuert mit Äther extrahiert. Aus der ätherischen Lösung bleibt 
beim Verdunsten das Hydrochinon als gelber bis brauner Rückstand zurück, 
der bald kristallinisch erstarrt. Die Kristalle werden durch Umkristallisieren 
aus heißem Benzol oder Toluol gereinigt. Man kann Brenzkatechin und 
Hydrochinon auch trennen, durch Ausziehen der trockenen Substanz mit 
kaltem Benzol, das Brenzkatechin geht in Lösung, das Hydrochinon bleibt 
zurück. 


1) Thierfelder, ].e. S. 268. 
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Zum Nachweis der Phenole in den Fäzes werden diese zu einem dünnen Brei 
verrieben, destilliert, bis etwa ein Drittel des Volumens übergegangen ist; das Destillat 
übersättigt man mit Natronlauge, destilliert wieder den dritten Teil über; der Rück- 
stand wird mit Schwefelsäure übersättigt und die Phenole abdestilliert. ') 


Inosit. 


Inosit, C,H,(OH),, Hexaoxyhexahydrobenzol, kristallisiert mit 2 Molekülen 
Wasser in farblosen, großen, rhomboedrischen Kristallen. Schmilzt bei 225°, ist in Wasser 
leicht (1:75), in Alkohol, Äther unlöslich. Wird durch basisches Bleiacetat gefällt. 

Zum Nachweis dienen folgende Reaktionen. 

Scherers Probe. Eine kleine Menge Inosit wird mit HNO, auf dem Platinblech 
bis zur Trockene verdunstet und zum Rückstand etwas NH, und ein Tropfen CaC], 
hinzugefügt, vorsichtig zur Trockene eingedampft, gibt schöne, rosenrote Färbung (Rho- 
dizonsaurer Kalk). Nach Boedeker ist der Zusatz von NH, überflüssig und schädlich. 

Seidels Probe. Dampft man Inosit mit überschüssiger Salpetersäure zur 
Trockene ein, löst den Rückstand in wenig Wasser und fügt wenig Strontiumacetat 
hinzu, so färbt sich die Flüssigkeit violett. 

Bei Isolierung des Inosits aus Gewebsflüssigkeiten und Harn verfährt 
man nach Boedeker und Cooper Lane?) wie folgt. 

Der Harn wird, nach Entfernung von eventuell vorhandenem Eiweiß, 
mit Bleizuckerlösung, ohne UÜberschuß, oder mit Barytwasser vollständig 
ausgefällt, filtriert, und das erwärmte Filtrat möglichst genau mit soviel 
Bleiessig versetzt, als noch ein Niederschlag entsteht. Zweckmäßig ist es, 
den Harn vor der Fällung auf '/, auf dem Wasserbade zu konzentrieren. 
Der entstandene, nach 12 Stunden gesammelte Bleiessigniederschlag wird 
nach dem Auswaschen in Wasser suspendiert und mit Schwefelwasserstoff 
zerlegt. Von der nach einiger Zeit ausfallenden Harnsäure filtriert man ab, 
konzentriert das Filtrat möglichst stark und versetzt es kochend mit dem 
3—4fachen Volumen Alkohoi. Entsteht hierbei ein starker, am Boden des 
Glases haftender Niederschlag, so gielt man die heiße, alkoholische Lösung 
einfach ab; entsteht eine flockige, nicht klebende Fällung, so filtriert man die 
heiße Lösung durch einen erhitzten Trichter und läßt erkalten. Haben sich 
nach 24 Stunden Gruppen von Inositkristallen abgesetzt, so filtriert man ab 
und wäscht die Kristalle mit wenig kaltem Alkohol. In diesem Falle ist 
es ratsam, um keinen Verlust an Inosit zu erleiden. den auf Zusatz von 
heißem Alkohol erhaltenen Niederschlag in wenig kochendem Wasser zu 
lösen und wieder mit dem 3—4fachen Volumen Alkohol zu fällen. Haben 
sich keine Inositkristalle ausgeschieden, so versetzt man das klare 
alkoholische Filtrat nach und nach mit Äther, bis beim Durchschütteln 
eine milchige Trübung entsteht, und läßt in der Kälte 24 Stunden stehen. 
Hat man nicht zu wenig Äther angewendet (ein Überschuß schadet nicht), 
so scheidet sich der vorhandene Inosit in perlglänzenden Plättchen aus. 


!) Vgl. Thierfelder, 1. ce. S. 738. 
°) Boedeker und Cooper Lane, Annal. d. Chem. u. Pharm. Bd. 117. S. 118 (1861); 
nach Neubauer-Vogel-Huppert, 10. Aufl. S. 175. 


A 
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Bei der Untersuchung ganzer Tiere auf Inosit verfuhr Rosenberger ') wie folgt: Das 
gewogene Tier wurde getötet, sofort grob zerstückelt und in die dreifache Gewichtsmenge 
vorher vorbereiteten, siedenden Wassers geworfen und dieses im Sieden erhalten. Nach 
20—25 Minuten löst man das Fleisch von den Knochen, zertrümmert letztere im Mörser 
und schickt die Weichteile durch eine Hackmaschine. Die etwas abgekühlte Kochbrühe 
wird auf das ursprüngliche Volumen aufgefüllt und mit Ätzkali bis zu 2—5"/, versetzt. 
Die Organe gibt man nun in einen geräumigen Kolben, spült mit der Brühe nach, er- 
hitzt sie in derselben rückfließend zunächst im Wasserbad, dann, wenn das Schäumen 
aufgehört hat, im Paraffinbad bis zur Lösung. Die Brühe (die nieht ganz klar zu sein 
braucht) wird dann in eine größere Schale gegossen, mit Salpetersäure neutralisiert und 
dann so viel konzentrierte HNO, (spez. Gew. 15) zugesetzt, daß ihr Gehalt 25 Volum- 
prozent freier Säure entspricht. Nun wird die unterdessen oft grau und grobflockig ge- 
wordene Flüssigkeit womöglich zunächst auf freiem Feuer, dann auf dem Wasserbad 
auf '/, der ursprünglich verwendeten Wassermenge unter häufigem Rühren eingedampft. 
Man neutralisiert sie mit heißgesättigter Barytlauge und fügt dann noch einen Überschuß 
von dieser hinzu. Die Farbe der Lösung wird dabei rot bis graurot (vorher gelb), 

Bei basischer Reaktion erhitzt man 10—15 Minuten lang, dann wird wieder mit 
HNO, schwach angesäuert, auf ein möglichst kleines Volumen (eventuell bis zum Sirup) 
eingedampft und nachher 7—8 Volumprozent der augenblicklichen Flüssigkeitsmenge 
konzentrierter HNO, in der Hitze schußweise unter starkem Rühren zugegeben, Dieses 
abwechselnde Zugeben von Säure und Alkali wird je nach der Menge und der Wider- 
standsfähigkeit des Ausgangsmaterials mehrmals wiederholt. Sammelt sich ein pulveriger 
Niederschlag, untermischt mit Kristallen, am Boden der Schale an, so wird die Flüssig- 
keit bei ganz schwachsaurer Reaktion auf eine geringe Menge eingedampft. Man läßt er- 
kalten, nutscht von dem Niederschlag ab, wäscht diesen in der Reibschale gründlich 
aus und vereinigt Waschwasser und ursprüngliche Lösung. Das Filtrat und Waschwasser 
werden mit Bleizuckerlösung gefällt; es empfiehlt sich, gut absetzen zu lassen, dann 
abzunutschen und in der Reibschale den Niederschlag sorgfältig mit verdünnter Blei- 
zuckerlösung auszuwaschen, da dieser leicht Inosit zurückhält. Das Filtrat und das 
Waschwasser von der Bleizuckerfällung werden nun in der Wärme mit Bleiessig aus- 
gefällt, unter Zugabe von etwas Ammoniak 12—24 Stunden stehen gelassen, von dem 
Niederschlag abgenutscht und dieser mit H,S gespalten. Man soll ihn nicht auswaschen, 
da er leicht zersetzlich ist, sondern das Filtrat vom Schwefelblei eindampfen und, wenn 
es nicht mehr stark gefärbt ist, nochmals mit Bleiessig fällen, oder bei Gegenwart von 
mehr Verunreinigungen auf den Sirup wieder HNO, und Barytwasser einwirken lassen. 
Die Flüssigkeit kann auch mit Vorteil durch Einleiten von Chlor gereinigt und zum 
Kristallisieren gebracht werden. Die Methode von Rosenberger eignet sich auch für 
Untersuchungen von Blut, Milch, Aszitesflüssigkeit und Eiter. Für den Urin fällt die 
Behandlung mit Ätzkali weg; das abwechselnde Erhitzen mit HNO, und Barytwasser ist 
auch beim Harn zur Isolierung kleinster Mengen von Inosit sehr vorteilhaft. 

Inositreaktionen gelingen meist nur an reinen Substanzen. Zur Reinigung 
eignet sich gut die Fällung des schon ziemlich reinen Inosits mittelst Ätzbaryt in methyl- 
alkoholischer Lösung. Der Niederschlag ist leicht löslich in Wasser, der Baryt läßt 
sich in der Wärme durch Kohlensäure von Inosit trennen. 


Hippursäure. 


Hippursäure. 0,H,0.CH,NH.COOH, Benzoylglykokoll, bildet rhombische 
Prismen. Schmilzt bei 187°. Beim Kochen mit Säuren, Laugen oder beim längeren Er- 
hitzen auf 170—180° zerfällt sie in Benzoesäure und Glykokoll. Ist wenig löslich (1:600) 


1) Fr. Rosenberger, Ein Verfahren zum Nachweis von Inosit in tierischen Geweben 
und Flüssigkeiten. Zeitschr. f. physiol. Chem. Bd. 56. 5.373 (1908). — Vgl.auch: E. Starken- 
stein, Zeitschr. f. exper. Path. u. Therapie. Bd. 5. S.378 (1908) und Zeitschr. f. physiol. 
Chem. Bd. 58. S. 162 (1909). 
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in kaltem, leicht in heißem Wasser, sehr leicht löslich in Alkohol und in Essigäther, 
unlöslich in Benzol und Petroläther. Charakteristisch ist das hellbraune hippursaure Eisen- 
oxyd. Über dem Schmelzpunkt erhitzt, schmilzt sie zu einer öligen Flüssigkeit und 


zersetzt sich beim weiteren Erhitzen unter Bildung von Benzoesäure, Blausäure und 
Benzonitril. 


Zum Nachweis dient außer den erwähnten Eigenschaften die Lückesche Reaktion. 
Kocht man Hippursäure (wie auch Benzoesäure) mit etwas starker Salpetersäure in einer 
Porzellanschale stark ein, so tritt beim stärkeren Erhitzen Geruch nach Bittermandelöl 
durch das entstandene Nitrobenzol auf. Zur Erkennung kleiner Mengen von Hippursäure 
ist nach Spiro') die Laktimidprobe zu empfehlen. Ein Molekül möglichst reiner 
Hippursäure wird in drei Molekülen Essigsäureanhydrid gelöst, dann wird ein Molekül 
geschmolzenes essigsaures Natrium hinzugegeben. Setzt man ein Molekül Benzaldehyd 
hinzu und erwärmt eine halbe Stunde auf dem Wasserbade, so färbt sich die Flüssig- 
keit gelblich bis dunkelgelb und erstarrt beim Abkühlen zu einem Kristallbrei von gelb- 
lichen Nadeln: Das Laktimid der Benzoylaminozimtsäure. Mit Wasser ge- 
waschen, aus heißem Alkohol und Benzol umkristallisiert. Schmelzpunkt: 165—-166°. 


Zur Isolierung der Hippursäure nach Bunge und Schmiede- 
berg?) aus Menschenharn. Man macht den Harn (von Menschenharn min- 
destens 300 cm?) mit kohlensaurem Natrium alkalisch, dampft das Filtrat 
bis fast zur Trockene und nimmt den Rückstand mit absolutem Alkohol 
wiederholt auf. Der Rückstand nach dem Verdampfen des Alkohols wird in 
Wasser gelöst, die Lösung des hippursauren Natriums mit Schwefelsäure 
oder Salzsäure angesäuert, wenn nötig filtriert und mit Essigäther er- 
schöpft. Der abgehobene Essigäther wird im Scheidetrichter mit Wasser 
ausgeschüttelt, der Essigäther vorsichtig bei einer 50° nicht übersteigenden 
Temperatur abdestilliert und der Rückstand zur Entfernung von Benzoe- 
säure und anderer Verunreinigungen mehreremal mit Petroiäther behandelt. 
Der Rückstand wird nun in wenig warmem Wasser gelöst, mit etwas Tier- 
kohle entfärbt, filtriert und der Kristallisation überlassen. ®) 

Will man gleichzeitig die Benzoesäure bestimmen, so löst man 
den Petrolätherrückstand in warmem Wasser, filtriert, verdunstet das Filtrat 
bei mäßiger Temperatur. trocknet den Rückstand und wägt. Jaresveld und 
Stokvis*) verwandeln den mit Petroläther gereinigten Essigätherauszug 
durch !/,—!/,stündiges Kochen mit 10—20 cm? starker NaOH in Benzoe- 
säure um, säuern nach der Abkühlung mit HCl an, schütteln mehrmals mit 
Petroläther, bestimmen nach freiwilligem Verdunsten des Petroläthers die darin 
gelöste Benzoesäure durch Trocknen und Wägen und berechnen durch Mul- 
tiplikation mit 1'468 daraus die Hippursäure. Bei eventuell gleichzeitig 


!) ©. Spiro, Über Nachweis und Vorkommen des Glykokolls. Zeitschr. f. physiol. 
Chem. Bd. 28. S. 174 (1899). 

2) @. Bunge und 0. Schmiedeberg, Über die Bildung der Hippursäure. Arch. f. 
exper. Pharm. Bd. 6. S. 233 (1877). — Schmiedeberg, Über Spaltungen und Synthesen im 
Tierkörper. Arch. f. exp. Pharm. Bd. 14. S. 379 (1881). 

>) Über ein Verfahren zur Bestimmung der Hippursäure von Th. Pfeiffer, ©. Bloch, 
R. Riecke siehe Mitt. d. Landw. Inst. d. Univ. Breslau. Bd. 2. S. 273 und Zeitschr. f. anal. 
Chem. Bd. 42. S. 470 (1903). 

*) @. J. Jaresveld und B. J. Stokvis, Über den Einfluß der Nierenaffektionen 
auf die Bildung von Hippursäure. Arch. f. exp. Pharm. Bd. 10. S.269, 271 (1879). 
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vorhandener Milchsäure erfolgt die Trennung beider Körper über dem 
Zinksalz. Die sirupöse Flüssigkeit wird mit Wasser verdünnt, mit Zinkoxyd 
auf dem Wasserbad digeriert, die filtrierte Lösung fast zur Trockene ein- 
gedampft, der Rückstand mit Alkohol aufgenommen und filtriert. Das 
Hippursäurezink geht in Lösung. Die alkoholische Lösung wird verdampft, 
der Rückstand in Wasser gelöst, mit Salzsäure versetzt, mit Essigäther 
ausgeschüttelt. 

Einfach gestaltet sich die Darstellung aus frischem Pferdeharn. Man 
kocht den Harn einige Minuten mit überschüssiger Kalkmilch: aus der 
warm filtrierten, konzentrierten und dann abgekühlten Flüssigkeit fällt man 
die Hippursäure durch Zusatz von überschüssiger Salzsäure. Die stark 
gepreßten Kristalle löst man in Kalkmilch unter Aufkochen und fällt die 
Hippursäure zum zweiten Male aus dem stark konzentrierten Filtrate mit Salz- 
säure. Die Kristalle werden durch Umkristallisieren gereinigt.!) Oder besser 
ist es nach Salkows/i den mit Kalkmilch behandelten und filtrierten Harn 
nach dem Eindampfen mit Alkohol zu fällen, filtrieren, den Alkoholauszug 
verdunsten, nach völligem Erkalten mit HCl stark ansäuern. Die Hippur- 
säure scheidet sich als kristallinischer Brei aus.?) 

Eine einfache Bestimmung der Hippursäure im Harn geben nenerdings 
Henriques und Sörensen®) an. 50cm® Harn werden mit Salzsäure ange- 
säuert, sechsmal mit Äthylacetat ausgeschüttelt. Dann wird der Essigäther 
abdestilliert, der Rückstand mit konzentrierter Szlzsäure 1'/, Stunden gekocht, 
wobei die gesamte Hippursäure in Benzoesäure und Glykokoll gespalten wird. 

Die Stickstoffmenge des Glykokolls wird nach Neutralisation durch 
Formoltitrierung (vel. S. 816) bestimmt. 

Eine schnelle Ausscheidung von Hippursäure erfolgt, wenn nach 
Herbert E, Roaf*) der Urin vor der Ansäuerung mit Ammoniumsulfat 
versetzt wird. Am besten ist es, auf je 12 Harn 250g (NH,), SO, oder 
das gleiche Volumen gesättigter Lösung und 15 em3 98°/,iger H,SO, anzu- 
wenden. Nach 24stündigem Stehen erfolgt die Kristallisation. 

Zur Bestimmung der Benzoesäure und der Hippursäure ist 
das Verfahren von W. Wiechowski®) zu empfehlen. Dieses wird wie folgt 
ausgeführt. 

Der (stets sauer reagierende) Harn wird mit Natriumkarbonat 
eben deutlich alkalisch gemacht, auf dem Wasserbade zum Sirup einge- 
dampft, mit Alkohol in einen Meßkolben von geeigneter Größe gespült, 


‘) Bezüglich der Entfernung des beigemengten Farbstoffes vgl. Curtius, Journ. f. 
prakt. Chem. N. F. Bd. 26. S. 145 (1882); ferner Neubauer- Vogel-Huppert. 10. Aufl.S. 225. 

?) Salkowski, Praktikum. $. 172. 

°») V. Henriques und S. P.L. Sörensen, Über die quantitative Bestimmung der 
Aminosäuren ete. Zeitschr. f. physiol. Chemie. Bd. 63. S. 27 (1909). 

*) Herbert E. Roaf, A rapid method for separating hippurie acid from urine. 
Biochem. Journ. Bd. 3. S. 185 (1908). — Zur Bestimmung der Hippursäure vgl. auch 
Cates, Chem. News. Vol. 83. p. 121. 

°) W. Wiechowski, Die Gesetze der Hippursäuresynthese. Hofmeisters Beitr. Bd. 7. 
8. 262 (1906). 
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Alkohol bis fast zur Marke nachgegossen und 24 Stunden stehen gelassen, 
hierauf bis zur Marke aufgefüllt, durchgeschüttelt, rasch filtriert und von 
dem Filtrate zwei Portionen mit Pipetten in Stöpselflaschen von entspre- 
chendem Inhalt abgefüllt. Der Alkohol dieser Extraktteile wird auf dem 
Wasserbade unter Zuhilfenahme eines Luftstromes, der über den Flüssig- 
keitsspiegel gesaugt oder geblasen wird, entfernt und der Rückstand in 
möglichst wenig Wasser (meist 5 cm?) gelöst. 

Wird die Gesamtbenzoesäure bestimmt, so wird die wässerige 
Lösung unter Zusatz von starker Lauge mehrere Stunden unter Rückfluß 
gekocht (I); wird die Benzoesäure und Hippursäure getrennt be- 
stimmt, so wird mit Salzsäure angesäuert und zunächst die freie Benzoe- 
säure fünfmal mit je 20 cm® Petroleumäther (Siedetemperatur 30—60°) 
ausgeschüttelt. Die einzelnen Petrolätherportionen werden mittelst eines am 
unteren Ende ausgebogenen Heberchens, welches nebst einem Mundstück 
(nach Art einer Spritzflasche) in einen passenden Korkstopfen montiert ist, 
durch ein trockenes Filter in einen Schütteltrichter abgelassen. Dann wird 
das Petrolätherextrakt fünfmal mit Barythydratlösung ausgeschüttelt, wo- 
bei meist eine flockige Ausscheidung erfolgt, die Barytportionen in einen 
Hartglaskolben filtriert, Filter und Schütteltrichter nachgewaschen (II). Das 
hierbei ausfallende Bariumkarbonat stört in keiner Weise. 

Die nach der Benzoesäureausschüttelung in der Extraktionsflasche 
zurückgebliebene, von ausgeschiedener Hippursäure mehr oder minder trübe 
Flüssigkeit wird hierauf fünfmal mit Essigäther ausgeschüttelt und die 
Extrakte mittelst des Hebers in eine Porzellanschale abgelassen. Hierbei 
gilt als Regel, das erstemal solange und mit soviel Essigäther zu schütteln, 
daß die ganze ausgeschiedene Hippursäure gelöst und die wässerige 
Schicht klar geworden ist. Leichte Trübungen der Ätherschichte lassen 
sich stets durch wenige Tropfen Alkohol beseitigen. Die vereinigten 
Extrakte werden an einem warmen Orte (30°) der Selbstverdunstung 
überlassen, die Rückstände mit starker Lauge in einen Hartglaskolben 
gespült und wie I verseift (III). — Dieser Teil der Bestimmung geht 
rasch vonstatten, die drei Ausschüttelungen beanspruchen kaum mehr 
Zeit als eine Stunde. Das Abdunsten des Essigäthers dauert dagegen 
meist 12 Stunden. — Es resultieren schließlich drei Benzoesäurelösungen: 
I. Gesamtbenzoesäure, II. freie Benzoesäure, III. gebundene Benzoesäure. 
Sie werden mit Phosphorsäure angesäuert und der Dampfstromdestillation 
unterworfen, indem 2 2 Wasser unter normalem Drucke durchdestilliert 
werden. Das Destillat tropft durch ein Filterchen in eine entsprechende 
Menge Natriumkarbonatlösung. Nachdem die (alkalisch reagierenden) 
Destillate in Schalen bis fast zur Trockene eingedampft worden sind, wird 
abermals in Extraktionsflaschen gespült und in derselben Weise wie früher 
dreimal mit Petroläther ausgezogen, die Extrakte in gewogene Kölbchen 
filtriert, der Petroläther durch einen (durch Schwefelsäure) getrockneten 
Luftstrom bei Zimmertemperatur entfernt und die zurückbleibende tadellos 
weiße Benzoesäure gewogen. Die an der Wage abgelesenen Werte werden 
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schließlich unter Vernachlässigung des Volumens der alkoholunlöslichen 
Harnbestandteile auf die Gesamtharnmenge umgerechnet. 

Man kann das Verfahren mit Umgehung der Dampfstromdestillation 
ausführen. Dabei mul man aber die verseiften Proben I und III zunächst 
nach Ansäuern mit H,SO, und Wiederalkalischmachen mit Karbonat mit 
Alkohol von den vielen Salzen befreien. Diese Extraktion geht rasch von- 
statten, wenn man das Auswaschen der Salze auf dem Saugfilter vornimmt. 

Bei Bestimmung der Hippursäure neben freier Benzoesäure verfährt 
R. Cohn‘) wie folgt: 

Der frische Urin wird in einer Schale zur Trockene verdampft, dreimal 
mit größeren Mengen kochendem Alkohol extrahiert; die vereinigten alko- 
holischen Extrakte werden nach dem Klären abgegossen, eventuell der letzte 
Rest filtriert. Der Rückstand nach dem Verjagen des Alkohols wird in 
möglichst wenig Wasser gelöst, in einen Schütteltrichter gegossen, mit 
möglichst wenig Wasser nachgespült, abgekühlt, mit konzentrierter Salz- 
säure stark angesäuert, hierauf mit großen Portionen Äther viermal aus- 
geschüttelt. In den Äther geht die gesamte freie Benzoesäure und ein Teil 
der Hippursäure über, während meistens ein Teil der ausgeschiedenen 
Hippursäure in dem Äther suspendiert mit ihm zusammen von der salz- 
sauren wässerigen Lösung abgetrennt wird. Hierauf wird der Äther nach 
dem Absetzen der mitgerissenen Hippursäure abfiltriert, der letzte Rest 
noch mit frischem Äther nachgespült und der Äther in dem die abge- 
schiedene Hippursäure enthaltenden Erlenmeyerkolben vollständig abde- 
stilliert, der trockene Rückstand viermal mit großen Mengen Petroläther 
(Siedepunkt 30—60°) am Rückflußkühler ausgekocht. Der Petroläther enthält 
die freie Benzoesäure. Hierauf werden sämtliche Hippursäurefraktionen 
vereinigt, der Äther aus der salzsauren Lösung durch Erwärmen verjagt. 
mit der mindestens dreifachen Menge konzentrierter Salzsäure versetzt und 
5 Stunden am Rückflußkühler auf dem Sandbade zur Spaltung der Hippur- 
säure gekocht. Nach dem Abkühlen wird die Lösung viermal mit Äther 
ausgeschüttelt. Der Äther enthält die gebundene Benzoesäure. Durch Ab- 
destillieren des Äthers wie des Petroläthers im gewogenen Becherglase und 
Trocknen im Becherglase erhält man die freie wie gebundene Benzoesäure. 

Zur Bestimmung von Hippur- und Benzoesäure bei Anwesenheit 
von Benzoylglukuronsäure schlägt A. Magnus-Levy?) folgendes Verfahren vor: 


!) R. Cohn, Über den Glykokollvorrat des tierischen Organismus. Festschr. f. Jaffe. 
Braunschweig 1901. S.327; vgl. auch H. Wiener, Über das Glykokoll als intermediäres 
Stoffwechselprodukt. Arch. f. exp. Pharm. Bd. 40. S. 313 (1898); vgl. ferner die Arbeiten 
von: A. van de Velde und B. J. Stokvis, Experimenteller Beitrag zur Frage der Hippur- 
säurezersetzung im lebenden Organismus. Arch. f. exper. Pharm. Bd. 17. S. 189 (1883). 
— Schröder, Über die Bildung der Hippursäure im Organismus des Schafes. Zeitschr. 
f. physiol. Chem. Bd. 3. S. 325 (1879). — W. Salomon, Über die Art der Hippursäure- 
bildung beim Pflanzenfresser. Zeitschr. f. physiol. Chem. Bd. 3. S. 371 (1879). — Fr. Kron- 
ecker, Über die Hippursäurebildung beim Menschen in Krankheiten. Arch. f. exp. Path. 
Bd. 16. S. 344 (1883). 

?) A. Magnus-Lery, Über Neubildung von Glykokoll. Biochem. Zeitschr. Bd. 6. 


$. 534 (1907). 
53* 


8534 Peter Rona. 


Größere Mengen (200—500 em?) von Harn werden mit Mononatriumphosphat ganz 
schwach angesäuert, auf dem Wasserbade (eventuell unter weiterer Zugabe dieses Salzes, 
wenn die Reaktion wieder ins Alkalische umschlägt) auf ?/, bis !/, eingedampft. Zum er- 
kalteten Urin werden einige Kubikzentimeter 20°/,iger H,SO, zugegeben. Nach 24 Stunden 
wird die abgeschiedene Hippursäure und Benzoesäure (a) auf einer kleinen Nutsche ab- 
gesaugt. Der Niederschlag wird 5—10mal mit ganz kleinen Mengen eiskalten Wassers 
gedeckt, das Waschwasser jedesmal erst nach 1—2 Minuten langer Berührung mit dem 
Niederschlag abgesaugt, bis derselbe kein Chlor und keine Schwefelsäure mehr enthält. 
Filtrat und Waschwasser werden vereinigt und weiter behandelt (b). 

Der Niederschlag a wird im Vakuum über Schwefelsäure getrocknet und gewogen. 
Dann wird er im Soxhletapparat mit Petroläther vollständig erschöpft, der Petroläther 
in einer Porzellanschale freiwillig verdampft, der Rückstand mit wenig Petroläther oder 
Äther in ein kleines, zum Wägen geeignetes Gefäß gespült. Nach dem freiwilligen Ver- 
dampfen und 24stündigem Stehen im H,SO,-Exsikkator (kein Vakuum!) wird die freie 
Benzoesäure gewogen (a-Benzoesäure). Die- Hippursäure ergibt sich aus der Differenz, 

Die schwefelsauren Filtrate und Waschwässer (b) vom Niederschlag (a) werden 
durch Eintragung von feingepulvertem Ammonsulfat nahezu gesättigt; die amorphen, 
stark gefärbten Niederschläge werden abfiltriert, mit konzentrierter Ammonsulfatlösung 
nachgewaschen. Das ca. 200-400 cm? betragende Filtrat wird in einem Ätherextrak- 
tionsapparat erschöpft, was 2—3xX8 Stunden erfordert. Der Rückstand vom freiwillig 
verdunsteten Äther wird in Normallauge gelöst, im Schütteltrichter mit H,SO, versetzt 
und mit Petroläther die freie Benzoesäure extrahiert. Die Hippursäure (b), die in dem 
wässerigen Rückstand geblieben ist, wird durch Kochen mit starker KOH zerlegt, die 
frei gewordene Benzoesäure nach dem Ansäuern mit Petroläther gelöst, gewogen und 
auf Hippursäure (b) umgerechnet. Bei dem gewöhnlichen Verfahren, wo nicht erst die 
Abtrennung der Hauptmenge durch Säurefällung erfolgt, kann ein Teil der „gebundenen 
Benzoesäure“ aus Benzoyl-Glukuronsäure stammen. (Diese an sich in Äther unlöslich, 


geht bei gleichzeitiger Anwesenheit von viel Hippursäure und Benzoesäure in großen 
Mengen in den Ather.) 


Homogentisinsäure. 


Die Homogentisinsäure, 2,5-Dioxyphenylessigsäure, C,H,O,, findet sich im 
Harn bei der Alkaptonurie. Kristallisiert mit einem Molekül Wasser in Prismen. Ist leicht 
löslich in Wasser, Alkohol, Äther, fast unlöslich in Chloroform, Benzol, Toluol, Petrol- 
äther. Schmilzt bei 146°5—147°. Sublimiert scheinbar unverändert; das Sublimat färbt 
sich allmählich schön blau. Die wässerige Lösung färbt sich dunkel, besonders schnell 
bei Gegenwart von Ammoniak, Natronlauge. Reduziert neutrale oder ammoniakalische 
Silberlösung, wie auch alkalische Kupferlösung schon in der Kälte. Mit Millons Reagenz 
in der Kälte ein zitronengelber, allmählich orange-farbiger Niederschlag; beim Erwärmen 
wird der Niederschlag gleich hell ziegelrot. Mit Eisenchlorid vorübergehende Blaufärbung. 
Das Bleisalz (C,H, O,), Pb+3H,O kristallisiert in Nadeln und in Prismen; schmilzt bei 
214— 215°. Unlöslich in Alkohol und in Äther; schwer löslich in Wasser (in 675 Teilen). — 
Das Lakton der Homogentisinsäure entsteht beim Erhitzen über 100°, schmilzt bei 
191°; kristallisiert in kurzen Prismen. In kaltem Wasser wenig, in heißem Wasser ziem- 
lich leicht löslich. Gibt mit Millonschem Reagenz Rotfärbung. Die wässerige Lösung 
reduziert neutrale Silberlösung nicht, erst auf Ammoniakzusatz. 

Der Alkaptonharn wird an der Luft, besonders nach Alkalizusatz, dunkel, 
reduziert Fehlingsche Lösung in der Kälte, wie auch neutrale und ammoniakalische 
Silberlösung, gibt mit Eisenchlorid eine blaue Färbung, mit Millons Reagenz einen 
zitronengelben, beim Erwärmen ziegelroten Niederschlag. 

Zur Darstellung der Homogentisinsäure benutzt E. Meyer!) den 


Äthylester der Säure. Der nach Zusatz von H,SO, eingedampfte Harn 


1) E. Meyer, Über Alkaptonurie. Deutsch. Arch. f. klin. Med. Bd. 70. S. 443 (1901). 
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wird mit Äther, dem etwas Alkohol zugesetzt ist, 3-+tmal ausgeschüttelt, 
der Äther abdestilliert, der Rückstand mit Alkohol versetzt und in die 
Lösung HCI-Gas eingeleitet. Die saure, mit Wasser stark verdünnte Flüssig- 
keit wird nach dem Neutralisieren mit Soda mit Äther ausgeschüttelt: der 
Ätherrückstand kristallisiert. Man bringt die Kristallmasse auf einen Ton- 
teller und kristallisiert unter Zusatz von etwas Tierkohle aus Wasser um. 
Schmelzpunkt des Esters 119—120°. 

Nach Schumm ‘) werden 200 cm? Urin mit 30 em 25°/,iger HCl auf 
dem Wasserbade auf 25—30 cm eingedampft, der Rückstand wird mit 
90—100 cm® Alkohol in einen Erlenmeyerkolben übergespült, mit 10 em® 
rauchender HCl versetzt und der Kolben auf ein lebhaft kochendes Wasser- 
bad gesteckt. Der Kolben wird, um die Verdunstung des Alkohols zu be- 
schränken, mit einem Glas- oder Porzellanschälchen bedeckt. Nach ein- 
stündigem Erhitzen wird der Kolbeninhalt mit ca. 300 cm® Wasser ver- 
dünnt, mit Soda schwach alkalisiert und sogleich dreimal mit Portionen 
von je ca. 80 cm® Äther ausgeschüttelt. Der größte Teil des Äthers wird 
abdestilliert, der Rückstand auf dem Wasserbade erhitzt, bis der Rest des 
Äthers und des Alkohols verjagt sind. Der sirupöse Rückstand verwandelt 
sich nach einiger Zeit in einen Kristallbrei. Reinigung des Esters durch 
Umkristallisieren aus Wasser. 

Nach einer älteren Methode von Wolkow und Baumann ?) säuert man 
den Harn mit Schwefelsäure an (75 cm® 1:12 verdünnte Schwefelsäure auf 
1/ Harn), dampft auf dem Wasserbade bis auf den zehnten Teil ein, 
extrahiert vier- bis fünfmal mit dem dreifachen Volumen Äther. Die Äther- 
auszüge werden abdestilliert, der Sirup in der 30—60fachen Menge Wasser 
gelöst, die Lösung filtriert, bis nahe zum Sieden erhitzt, mit 30 cm? einer 
konzentrierten Lösung von Bleiessig versetzt und heiß filtriert. Beim Er- 
kalten kristallisiert das Bleisalz in großen prismatischen Kristallen aus. 

Nach Garrod) wird der Harn nahe zum Kochen erhitzt, je 100 cm® 
mit wenigstens 5—6y Bleiacetat versetzt, sobald es sich gelöst hat, der 
entstandene Niederschlag filtriert und das Filtrat 24 Stunden am kühlen 
Orte zur Kristallisation stehen gelassen. Es kristallisiert das Bleisalz der 
Homogentisinsäure in groben prismatischen Kristallen aus. Das im Wasser 
kaum lösliche Bleisalz wird fein verrieben, in Wasser zerteilt und durch 
Schwefelwasserstoff zersetzt, das Filtrat erst auf dem Wasserbade und 
dann im Vakuum zum Sirup verdunstet. 


!) Schumm, Beiträge zur Kenntnis der Alkaptonurie. Münch. med. Wochenschr. 
Bd. 51. S. 1599 (1904). 

®) Wolkow und Baumann, Über das Wesen der Alkaptonurie. Zeitschr. f. physiol. 
Chem. Bd. 15. S. 228 (1891). 

») Arch. E. Garrod, Alkaptonuria; a simple method for the extraction of homo- 
gentisinic acid from the urine. Journ. of Physiol. Vol.23. p. 512 (1898/9). — H. V. Ogden, 
Ein Fall von Alkaptonurie. Zeitschr. f. physiol. Chem. Bd. 20. S. 280 (1895). — 4A. Garrod 
und W. H. Hurtley, On the estimation of homogentisie acid in urine by the method of 
Wolkow and Baumann. Journ. of Physiol. Vol. 33. p.206 (1905/6). — Vgl. ferner die 
Arbeiten: H. Embden, Zur Kenntnis der Alkaptonurie. Beiträge zur Kenntnis der Alkap- 
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Die Bestimmung der Homogentisinsäure erfolgt nach der Vorschrift 
von E. Baumann): 10 cm® filtrierter Alkaptonharn werden in einem Kölb- 
chen mit 10 cm® Ammoniak von 3°/, (besser 8°/,) versetzt. Zu dieser Mischung 
läßt man sofort einige Kubikzentimeter !/,, n-Silberlösung hinzufließen, 
schüttelt einmal um und läßt 5 Minuten stehen. Alsdann werden der Mi- 
schung 5 Tropfen 10°/,ige Caleiumchloridlösung und 10 Tropfen Ammonium- 
karbonat hinzugefügt; nach dem Umschütteln wird filtriert. Die bräunlich 
gefärbte, aber immer ganz klare Lösung wird mit Silbernitrat geprüft: 
tritt dabei sofort wieder eine starke Abscheidung von Silber ein, so wird 
bei dem zweiten Versuch gleich eine größere Menge (doppelt bis dreifache) 
1/,, n-Silberlösung zu der Mischung von 10cm® Harn und 10 cm? Ammoniak 
hinzugefügt. Kennt man schon annähernd die erforderliche Menge Silber- 
lösung, so bedient man sich, um die Endreaktion zu erkennen, nur noch 
der Salzsäure. Die Endreaktion ist erreicht, wenn das Filtrat vom Silber- 
niederschlag beim Ansäuern mit verdünnter Salzsäure, wobei ein zu großer 
Überschuß zu vermeiden ist, eine eben noch sichtbare Trübung von Chlor- 
silber liefert. Das tiefbraune alkalische Filtrat nimmt auf Zusatz von Salz- 
säure eine lichtrote Färbung an, sobald man der Endreaktion nahe ge- 
kommen ist (Embden). Sind mehr als 8 cm3 1/,. n-Silberlösung auf 10 cm® 
Harn und 10 cm? Ammoniak erforderlich, so sind bei Wiederholung des 
Versuches statt 10 cm® Ammoniak 20 cm? zu verwenden. Für den normalen 
Harn sind nach Mörner wegen der Fällung der Harnsäure durch ammo- 
niakalische Silberlösung auf 10 em? von der verbrauchten Silberlösung 0'3 em® 
abzuziehen. 1 9 wasserfreie Homogentisinsäure reduziert unter den angege- 
benen Bedingungen 240—245 cm3 !/,, n-Ag-Lösung. 1 cm? Ag-Lösung sind 
—= 0004124 9 Homogentisinsture. 

Nach Deniges?) verfährt man so: 

10cm? des filtrierten Urins werden mit 10cm® NH, und 20 cm3 
1/0 n-AgNO,-Lösung versetzt und 5 Minuten stehen gelassen. Nach be- 
endeter Reduktion fügt man zur Erleichterung des Filtrierens 5 Tropfen 
einer 10°/,igen Ca Cl,-Lösung und darauf !/, cm? (NH,), CO,- oder Na, CO,- 
Lösung hinzu (um das reduzierte Silber in einem Niederschlag von CaCO, 
zu vereinigen), füllt das ganze auf 50 cm? auf und filtriert. 25 cm? dieses 
Filtrates werden nun mit 5 cm3 NH,, 50cm? Wasser, 10 cm? Cyankalium- 
lösung, welche auf die '/,, n-Silbernitratlösung eingestellt ist, und zuletzt 
mit 5 Tropfen Jodkaliumlösung (1:4) versetzt und mit !/,. n-Ag NO,-Lösung 
bis zu einer bleibenden Opaleszenz titriert. 


tonurie. Zeitschr. f. physiol. Chem. Bd.18. S. 304 (1893). — K. Mörner, Zur Kenntnis 
des Verhaltens der Gallus- und Gerbsäure im Organismus. Zeitschr. f. physiol. Chem. 
Bd. 16. S.257 (1892). — Mittelbach, Ein Beitrag zur Kenntnis der Alkaptonurie. Arch. 
f. klin. Med. Bd. 71. S.50 (1901). 

1) E. Baumann, Über die Bestimmung der Homogentisinsäure im Alkaptonharn. 
Zeitschr. f. physiol. Chem. Bd. 16. S. 268 (1892). 

?) Deniges, Journ. Pharm. Chim. [6.] T.5. p.50; nach Chem. Zentralbl. 1897, 
I. 8.338. 


Be: 
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Die beim Zurücktitrieren verbrauchte Silbermenge entspricht der durch 
die Homogentisinsäure reduzierten. 

Bezüglich der anderen aromatischen Oxysäuren sei nur die Isolierung 
der p-Oxyphenylessigsäure, C;H,0,, und der p-Oxyphenylpropion- 
säure(Hydroparacumarsäure), C,H,, O,, nach Baumann !) erwähnt. Zum 
dünnen Sirup eingedampfter frischer Harn (etwa 50 7) wird mit Essigsäure 
stark angesäuert, mit Äther extrahiert (zur Trennung der Emulsion muß 
wiederholt Alkohol zugesetzt werden), die Ätherauszüge mit überschüssiger 
Sodalösung wiederholt geschüttelt, die vereinigten wässerigen alkalischen Lö- 
sungen wieder angesäuert und mit Äther ausgeschüttelt. Der nach Abdestil- 
lieren des Äthers zurückbleibende Rückstand wird auf dem Wasserbade er- 
wärmt, die Hauptmenge der Essigsäure so verjagt, in wenig Wasser gelöst, 
filtriert, wieder mit Äther versetzt, der Äther abdestilliert, das zurückbleibende 
braune Öl wiederholt mit wenig Wasser ausgezogen, die wässerigen Aus- 
züge, solange ein Niederschlag entsteht, mit neutralem Bleiacetat versetzt. 
In dem Filtrat des Niederschlages fällt man die Oxysäuren durch basisches 
Bleiacetat, zerteilt den abfiltrierten, gewaschenen Niederschlag im Wasser 
und zersetzt ihn mit Schwefelwasserstoff. Das Filtrat vom Schwefelblei 
wird wieder mit Äther ausgeschüttelt. Nach Abdunsten des Äthers hinter- 
bleibt ein stark saurer gelber Sirup, der meist nach einigen Tagen kristal- 
linisch erstarrt. Beim Ausbleiben der Kristallisation ist es zweckmäßig. 
den Sirup in Wasser zu lösen, mit kohlensaurem Baryt zu kochen und 
aus der Lösung der Barytsalze die Säuren abzuscheiden. Die ausgeschiedene 
Kristallmasse kristallisiert man aus Wasser um. Zuerst kristallisiert die 
p-Oxyphenylessigsäure, die aus Benzol umkristallisiert völlig rein erhalten 
werden kann. Die aus der Mutterlauge gewonnene p-Oxyphenylpropionsäure 
(Hydroparacumarsäure) ist mit p-Oxyphenylessigsäure gemengt. Oxymandel- 
säure wird aus dem angesäuerten Harn mit Äther extrahiert und die 
wässerige Lösung des Rückstandes mit basischem Bleiacetat gefällt. 

Zum Nachweis der Oxysäuren erwärmt man nach dem Ansäuern 
den Harn auf dem Wasserbad, um die Phenole zu entfernen, schüttelt dann 
mehreremal mit Äther aus, die ätherische Lösung schüttelt man dann mit 
einer verdünnten Sodalösung, säuert die Sodalösung mit Schwefelsäure an, 
schüttelt diese wieder mit Äther aus. Den Rückstand von Äther löst man 
in Wasser und prüft mittelst der Mellonschen Reaktion (Baumann). 


Indol und Indolderivate. 
Indol, Skatol. 


Beide Körper sind in den Fäzes häufig vorhanden. 


1) E. Baumann, Über den Nachweis und die Darstellung von Phenolen und Oxy- 
säuren aus dem Harn. Zeitschr. f. physiol. Chem. Bd. 6. S.191 (1881); vgl. ferner Ebenda. 
Bd.4. S. 304 (1880). 
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Indol, GELN,H0/ I bildet Blättehen. Schmilzt bei 52°, siedet bei 
"CH 


253—254° unter Zersetzung. Mit Wasserdämpfen nicht flüchtig. In Wasser, Alkohol, 
Äther, Chloroform, Ligroin löslich. Von den Verbindungen ist das Pikrat charakteristisch. 

Zum Nachweis benutzt man folgende Reaktionen: 

1. Legalsche Probe. Wird eine Indollösung mit frisch hergestellter Nitroprussid- 
natriumlösung bis zur Gelbfärbung versetzt, dann mit einigen Tropfen Natronlauge, so 
entsteht eine violettblaue Färbung, die nach Ansäuern mit Salzsäure oder Eisessig rein 
blau wird (Salkowskı). Empfindlichkeit: 1: 500.000. 

2. Eine mit einigen Tropfen Salpetersäure angesäuerte wässerige Lösung von Indol 
mit einigen Tropfen stark verdünnter (0'02°/,iger) Kaliumnitritlösung versetzt, gibt einen 
roten Niederschlag von salpetersaurem Nitrosoindol, oder es entsteht bei sehr verdünnten 
Indollösungen eine rote Färbung. 

3. Sehr verdünnte, salpetrigsaures Salz enthaltende Indollösung färbt sich mit kon- 
zentrierter Schwefelsäure purpurrot („Cholerarotreaktion“), Empfindlichkeit: 1: 1,000.000 
(Blumenthal). 

4. Mit starker Salzsäure befeuchteter Fichtenspan färbt sich durch eine alko- 
holische Indollösung kirschrot. 

5. Wird eine Indollösung mit dem halben Volumen einer 2°/,igen p-Dimethyl- 
aminobenzaldehyd- und darauf tropfenweise mit 25°/,iger Salzsäure versetzt, so tritt 
eine Rotfärbung auf.') Bei vorsichtigem Zusatz einiger Tropfen einer 0'5°/,igen Natrium- 
nitritlösung geht die Farbe in ein schönes dunkles Rot über, das ziemlich bald ver- 
schwindet.?) 

6. Ganz verdünnte Glyoxylsäurelösung und konzentrierte Schwefelsäure: Rotfär- 
bung. Empfindlichkeit: 1:500.000 (Hopkins, Dakin?). 

7. Eine verdünnte Indollösung nimmt nach Zusatz von Formaldehyd (4°/,ige 
Lösung) und konzentrierter Schwefelsäure violettrote Farbe an (Kondo).*) 

CH 


Skatol, Pr-3-Methylindol, C,H,N, ug NC—E.CH, farblose Blätt- 


| In 

A HER CH 

CH'/W NH 
chen, schmilzt bei 95°, siedet bei 265—266°; von stechendem Fäkalgeruch. Löst sich 
in Wasser schwerer als Indol; leicht löslich in Alkohol, Äther, Chloroform, Benzol. Mit 
Wasserdämpfen sehr leicht flüchtig. Beim Erhitzen des Pikrats mit wässerig verdünnter 
Natronlauge destilliert Skatol unzersetzt, während, wenn man das Indolpikrat mit Alkali- 
lauge erhitzt, Zersetzung eintritt (Baeyer’°). 

Die zum Nachweis dienenden Reaktionen sind: 

1. Die mit wenig Salpetersäure und etwas Kaliumnitritlösung versetzte wässerige 
Lösung von Skatol gibt eine weißliche Trübung, keine Rotfärbung wie Indol. 


!) P. Ehrlich, Mediz. Woche. 1901, zit. nach T'hierfelder, 1. c. S. 294. 

?) F. A. Steensma, Über Farbenreaktionen der Eiweißkörper, des Indols und des 
Skatols mit aromatischen Aldehyden und Nitriten. Zeitschr. f. physiol. Chemie. Bd. 47. 
S.25 (1906). 

5) Dakin, The glyoxylic acid reaction. Journ. biol. Chem. Bd.2. S.289 (1906). 

*) Kondo, Zeitschr. f. physiol. Chem. Bd. 48. S. 185 (1906). 

5) Ber. d. Deutsch. chem. Ges. Bd. 13. S. 2339. Vgl. Salkowski, Zur Kenntnis der 
Eiweißfäulnis. Zeitschr. f. physiol. Chem. Bd. 8. S.439 (1883/4). 
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2. Nitroprussidnatrium und Natronlauge geben in Skatollösungen intensiv gelbe 
Färbung; mit dem halben Volumen Eisessig einige Minuten zum Sieden erhitzt, ent- 
steht eine violette Färbung (Salkowski'). 

3. Skatol färbt einen mit Salzsäure getränkten Fichtenspan nicht. Ein mit alko- 
holischer Skatollösung getränkter Fichtenspan in kalte starke Salzsäure getaucht, 
färbt sich jedoch kirschrot, dann nach einiger Zeit dunkelviolett. 

4. Löst sich in konzentrierter Salzsäure mit violetter Farbe; mit Schwefelsäure 
erwärmt purpurrote Färbung. 

5. Behandelt man Skatol wie bei Indol angegeben mit p-Dimethylaminobenzaldehyd, 
so entsteht eine blauviolette Färbung®?), die auf Zusatz von Natriumnitrit tiefblau wird 
(Steensma). Der blaue Farbstoff, der übrigens nicht immer auftritt, ist in Chloroform 
löslich. 

6. Die Glyoxylsäurereaktion ist dieselbe wie beim Indol. ®) 

7. Mit Formaldehyd und konzentrierter Schwefelsäure geben Skatollösungen gelbe 
oder braune Farbe (Kondo). 


In neuerer Zeit hat Ferd. Blumenthal*) ausgedehnte Untersuchungen 
über den Nachweis von Indol und Skatol mittelst aromatischer Aldehyde 
angestellt. Er weist auf die Wichtigkeit des von Deniges erhobenen Be- 
fundes hin, daß die käuflichen Extraktionsmittel für Indol, Benzol, Toluol, 
Xylol, wenn sie nicht ganz rein sind, Substanzen enthalten. die sich mit 
Indol bei Gegenwart von Salzsäure verbinden, zu störenden Färbungen 
Veranlassung geben. Indol (1:10.000) gibt mit einer 2°/,igen alkoholischen 
Lösung von p-Dimethylaminobenzaldehyd violettrote, bei Zusatz von 2, Tropfen 
einer 1°/,igen Natriumnitritlösung grenadinrote Farbe. Empfindlichkeit 
ea. 1:5 Millionen. — Skatol (1:10.000) mit einigen Tropfen 1—2°/,iger 
Lösung von Dimethylaminobenzaldehyd und 2cm? rauchender Salzsäure 
(D 1:19) versetzt, gibt eine violettrote Farbe. Auf Zusatz von Nitrit nimmt 
die Lösung einen blauen Farbenton an, die Indollösungen werden mehr 
orangefarben. Infolge dieses Unterschiedes ist Skatol neben Indol noch in 
einer Verdünnung von 1:100.000 zu erkennen. Versetzt man Indol- oder 
Skatollösung mit einer 5°/,igen alkoholischen Lösung von Protokatechu- 
aldehyd oder 10°/,iger alkoholischer Lösung von Heliotropin und einigen 
Kubikzentimetern rauchender Salzsäure (spez. Gew. 1'19), so erhält man 
folgende Färbungen. Protokatechualdehyd. Indol (Verdünnung 1:10.000) 
orangerot: Zusatz von 2 Tropfen 1°/,iger Natriumnitritlösung etwas heller. 
Spektrum: Auslöschung vom Gelb an. Empfindlichkeitsgrenze 1:5 Millionen. 
Skatol (1: 10.000) himbeerrot. Kein Spektrum. Zusatz von Nitrit blaurot. 
Empfindlichkeitsgrenze 1:1 Million. — Heliotropin. Indol (1 :10.000) 
orangerot. Spektrum: Band vom Grün bis ins Blau reichend. Auf Zusatz 
von Nitrit blaßbt die Farbe ab. Empfindlichkeitsgrenze 1:5 Millionen, 
Skatol (1: 10.000) himberrot. Zusatz von Nitrit tiefblau. Spektrum: Streifen 


') Salkowski, Zur Kenntnis der Eiweißfäulnis. I. Über die Bildung des Indols 
und Skatols. Zeitschr. f. physiol. Chem. Bd. 8. S. 448 (1883/4). 

2) Ad. Schmidt, Münchener med. Wochenschr. Jg. 1903. S. 721. 

®) Vgl. Hopkins, Journ. of Phys. Vol. 27. p. 418 (1900); Vol.29. p. 451 (1902). 

*#) Ferd. Blumenthal, Beiträge zum Nachweis und zur Entstehung aromatischer 
Körper im Organismus. Biochem. Zeitschr. Bd. 19. S. 521 (1909). 
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in der Mitte des Rots. Empfindlichkeitsgrenze 1:1 Million. Außerordent- 
lich schöne Reaktion. — p-Nitrobenzaldehyd. Man erhitzt 5 cm Indol- 
oder Skatollösung mit einer 10°/,igen alkoholischen Lösung von p-Nitro- 
benzaldehyd und 2 cm? rauchender Salzsäure. Indol (1: 10.000) Rotfärbung ; 
nach dem Abkühlen Zusatz von 1—2 Tropfen 1°/,iger Natriumnitritlösung, 
prachtvolle Himbeerfärbung. Breites Band von Grün bis Blau im Amyl- 
alkoholauszug. Empfindlichkeitsgrenze 1 :2— 3 Millionen. Skatol (1: 10.000) 
schmutziegrünblau; nach Zusatz von Natriumnitrit prachtvolle Blaufärbung. 
Amylalkoholauszug zeigt Streifen am Anfang des Grüns. Empfindlichkeits- 
grenze 1:1 Million. Die Reaktionen mit Safrol, Zimtaldehyd und Eugenol 
sind weniger empfindlich. — Die besten Resultate gibt mit Fäzesdestillat 
die Vanillinprobe. 

Zum Nachweis von Indol und Skatol in den Fäzes werden die zu 
einem dünnen Brei verriebenen Fäzes destilliert, bis etwa ein Drittel des 
Volumens übergegangen ist, das Destillat, das Phenol, Indol, Skatol und 
flüchtige Fettsäuren enthält, wird mit Natriumkarbonat übersättigt, wieder 
ein Drittel der Flüssigkeit überdestilliert, das Destillat mit Natronlauge 
stark alkalisch gemacht und wieder ein Drittel überdestilliert. Das Destillat 
wird auf Indol und Skatol geprüft. Oder man säuert das erste Destillat 
mit Salzsäure an und schüttelt mit Äther aus. Der Ätherauszug wird zur 
Entfernung von eventuell vorhandenen Phenolen und flüchtigen Säuren mit 
Natronlauge geschüttelt, die ätherische Lösung verdunstet, der Rückstand 
mit Natronlauge versetzt und im Dampfstrom destilliert. Indol und Skatol 
Sehen in das Destillat über. Bei direktem Nachweis von Indol und 
Skatol werden die Fäzes (ca. 25 9) mit 20 cm? Wasser und 1—2 cm? 
10°/,ige Natronlauge im Dampfstrom destilliert und das Destillat auf diese 
Körper geprüft.') 

Herter und Foster ?2) benutzen zum Nachweis beziehungsweise zur quan- 
titativen Bestimmung des Indols in den Fäzes seine Reaktion mit 8-Naphto- 
chinonnatriummonosulfonat. Verdünnte wässerige Lösungen (1:100.000), von 
Indol mit Natronlauge schwach alkalisch gemacht, geben mit einem Tropfen 
einer 2°/,igen Lösung von ß-Naphtachinonnatriummonosulfonat eine blaue 
oder grün-blaue Farbe. Skatol gibt diese Verbindung nicht. Enthalten die 
Fäzes beide Körper, so werden diese mit Kalilauge alkalisch gemacht, vor- 
teilhaft im Dampfstrom abdestilliert (Skatol geht zuerst in das Destillat), 
das Destillat wird, um das Ammoniak zurückzuhalten, angesäuert, wieder 
destilliert, das Destillat mit Natronlauge schwach alkalisch gemacht, das 
Reagens im Überschuß hinzugefügt und die sich in wenigen Minuten bil- 
dende Verbindung des Indols mit dem Naphtachinon abfiltriert. Das Filtrat 
wird nun angesäuert und das Skatol abdestilliert. 


!) Thierfelder, Handbuch. 8. Aufl. S. 307 und 738. 

®) 0. A. Herter und Lowise Foster, A method for the quantitative determination 
of indol. Journ. of biol. Chem. Vol. 1. p. 257 (1906) und On the separation of indol from 
skatol and their quantitative determination. Ebenda. Vol. 2. p. 267 (1906/7). 
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Indoxyl, 0,H,NO: BR 
HC/ \C__C(OH) 


‚Ü 
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kommt im Hamm in gepaarter Verbindung mit Schwefelsäure oder mit 
Glukuronsäure vor. Hellgelbe Kristalle, löslich in Wasser (mit grüner 
Fluoreszenz), in Alkohol, Äther, Aceton. Schmilzt bei 85°. Oxydiert an der 
Luft in alkalischer Lösung, wie auch auf Zusatz von Salzsäure und Eisen- 


chlorid zu Indigo. 
Indoxylschwefelsäure C,H,NSO, 


Gy — -0:80,,08 


| (Harnindikan). 


RA 
NH 

Das Kaliumsalz kristallisiert in glänzenden Tafeln oder Blättchen; leicht löslich 
in Wasser, schwerer löslich in Alkohol. 

Zur Darstellung des indoxylschwefelsauren Kaliums aus dem Harn 
verfuhren Baumann und Brieger') in folgender Weise. Der zum Sirup eingeengte Harn 
wurde mit 90°/,igem Alkohol extrahiert, der alkoholische Auszug in der Kälte mit alkoho- 
lischer Oxalsäurelösung ausgefällt, nach 10 Minuten der Niederschlag abfiltriert, das 
Filtrat wird sofort mit alkoholischer Kalilösung schwach alkalisch gemacht, filtriert, das 
Filtrat auf etwa die Hälfte eingedampft und mit dem gleichen Volumen Äther versetzt. 
Der dabei ausfallende sirupöse Niederschlag, der neben Salzen Harnstoff, Fxtraktivstoffe, 
den größten Teil des Indikans enthält, wird wiederholt mit 96°/,igem Alkohol extrahiert, 
die Auszüge mit dem gleichen Volumen Äther gefällt. Bei Wiederholung dieses Verfahrens 
mit den Auszügen bleibt schließlich aller Harnstoff in Lösung, während der Alkohol 
einen Teil der Extraktivstoffe zurückläßt. Die so gereinigte alkoholische Lösung wird 
mit soviel Äther versetzt, bis eine bleibende Trübung entsteht. Beim Stehen der Flüssig- 
keit in der Kälte scheidet sich das indoxylschwefelsaure Kali aus. Die Kristalle werden 
aus heißem Alkohol umkristallisiert. Hoppe-Seyler hat das Verfahren modifiziert, indem 
er den zum dünnen Sirup eingeengten Harn mit 96°/,igem Alkohol ausfällt, das Filtrat 
mit dem gleichen Volumen Äther versetzt. Die nach 24 Stunden abgegossene klare 
Flüssigkeit wird in der Kälte mit alkoholischer Oxalsäurelösung ausgefällt, schnell 
filtriert und mit einer konzentrierten Lösung von kohlensaurem Kalium schwach alka- 
lisch gemacht. Das Filtrat wird vom Äther befreit, der Rest stets bei alkalischer Reak- 
tion zum dicken Sirup eingedampft, der Sirup in der Kälte mit der 15—20fachen Menge 
absoluten Alkohol aufgenommen und in einem verschlossenen Gefäß 24 Stunden stehen 
gelassen. Der dabei entstehende Niederschlag wird mit 96°/,igem Alkohol ausgekocht 
und die Lösung der Kristallisation überlassen. Das Filtrat von den ausgeschiedenen 
Kristallen wird mit Äther gefällt, von den ausfallenden Schmieren schnell abgegossen 
und in der Kälte bis zur Ausscheidung weiterer Kristalle stehen gelassen. 

Beim Nachweis des indoxylschwefelsauren Kaliums wird dieses 
mit einer Säure gespalten, das frei gewordene Indoxyl wird dann zu Indigo 
oxydiert. 


1) Baumann und Brieger, Über Indoxylschwefelsäure, das Indican des Harns. 
Zeitschr. f. physiol. Chem. Bd. 3. S. 254 (1879). — @. Hoppe-Seyler, Beiträge zur Kenntnis 
der Indigo bildenden Substanzen im Harn und des künstlichen Diabetes mellitus. Ebenda. 
Bd. 7. S. 423 (1882/3). 
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1. Nach Ja/f‘fe!) versetzt man 10 em®, nötigenfalls enteiweißten Harn 
mit dem gleichen Volumen konzentrierter Salzsäure, dann werden unter Um- 
schütteln 1—2 Tropfen kaltgesättigte Chlorkalklösung, schließlich 2—3 em? 
Chloroform hinzugefügt. Das mit dem Finger verschlossene Reagenzglas 
wird öfter umgedreht (nicht Schütteln!), dabei nimmt das Chloroform das 
gebildete Indigo auf und färbt sich mehr oder weniger intensiv blau. Die 
Chloroformlösung zeigt einen scharfen Absorptionsstreifen zwischen C und D. 
Bei Verwendung eines Überschusses von Chlorealeium wird der Indigo 
weiter zu dem farblosen Isatin oxydiert. Es empfiehlt sich daher, die 
Oxydation durch vorsichtigen Zusatz von Eisenchlorid auszuführen, das auf 
den einmal gebildeten Indigo nicht weiter einwirkt. 

2. Nach Obermayer.?) 

Man versetzt 20 cm® Harn mit 5—10 cms einer 10°/,igen Bleizucker- 
lösung, filtriert und schüttelt das Filtrat mit dem gleichen Volumen rauchender 
Salzsäure, die 0'2—04°/, Eisenchlorid enthält (am besten frisch®) bereitet), 
tüchtig durch und wiederholt das Schütteln nach dem Zusatz von 5 cm® 
Chloroform. 

Bei Gegenwart von Jodiden gibt man nachträglich etwas Natrium- 
thiosulfat im Wasser gelöst oder Natronlauge hinzu. Zur Entfernung des 
ebenfalls störenden Urobilins wird der angesäuerte Harn mit Ammonsulfat 
gesättigt, das so gefällte Urobilin in Essigäther aufgenommen (Spaeth). Ent- 
halten die Harne viel Phosphate, auch Acetessigsäure, Antipyrin, Salizylate, 
so darf kein Eisenchlorid zur Oxydation verwendet werden (Gnesda #). 

3. Ein einfaches Verfahren, um Indikan im Harn nachzuweisen, 
besteht nach #. Salkowski°) darin, daß man ca. 8 cm3 Harn mit ca. 1 em? 
Kupfersulfatlösung (1:10), dann mit dem gleichen Volumen Salzsäure von 
1:19 spez. Gew. versetzt, einige Kubikzentimeter Chloroform hinzufügt und 
durch gelindes Hinundherneigen mischt. Das Chloroform färbt sich blau. 
Ist wenig Indikan im Harn vorhanden, so empfiehlt es sich, den 24stündigen 
Harn einzudampfen, mit Alkohol zu extrahieren, den Alkoholauszug zu 
verdunsten, in wenig Wasser zu lösen und in der wässerigen Lösung mit 
den erwähnten Proben auf Indikan zu prüfen. 

Bei der quantitativen Bestimmung nach Obermayer, Wang *°), 


!) Jaffe, Pflügers Arch. Bd. 3. S. 448 (1870). 

?) Obermayer, Über eine Modifikation der Jafeschen Indikanprobe. Wiener klin. 
Wochenschr. Bd. 9. S. 176 (1890). 

) Maillard, Über die Entstehung der Indoxylfarbstoffe und die Bestimmung des 
Harnindoxyls. Zeitschr. f. physiol. Chem. Bd. 41. S. 437 (1904). — Derselbe, Sur la 
recherche de l’indoxyl dans les urines. Compt. rend. T. 136. p. 1472 (1903). 

*) Gnesda, Nachweis von Indoxyl in gewissen pathologischen Harnen. Compt. 
rend. T. 136. p. 1406 (1903); Chem. Ztg. Bd. 27. S. 676 (1903). 

°) E. Salkowski, Zum Nachweis des Indikans im Harn. Zeitschr. f. physiol. Chem. 
Bd. 57. S. 519 (19083). 

°%) Ey. Wang, Über die quantitative Bestimmung des Harnindikans. Zeitschr. f. 
physiol. Chem. Bd. 25. S. 406 (1898). — Derselbe, Weiteres über quantitative Be- 
stimmung des Harnindikans. Zeitschr. f. physiol. Chem. Bd. 27. S. 135 (1899). 
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Ellinger ‘) wird das nach Obermayer gewonnene Indigo in Indigosulfosäure 
übergeführt und diese mit Permanganatlösung titrimetrisch bestimmt. 

Von normalem, sauer reagierendem Harn werden 300 cm® (von indikan- 
reichem entsprechend weniger, 25—50 em®) mit 25—50 em® einer 20°/,igen 
Bleizuckerlösung allmählich versetzt, vom klaren Filtrat 250 cm® in einem 
Scheidetrichter mit dem gleichen Volumen des frisch bereiteten Obermayer- 
reagens zusammengebracht und 5—10 Minuten stehen gelassen; man gibt 
dann 30 cm® Chloroform hinzu und schüttelt das Gemisch so oft mit immer 
erneuten Chloroformmengen aus, bis das Chloroformextrakt (man nehme 
reichlich Chloroform) sich farblos zeigt. Die gesammelten Chloroformlösungen 
schüttelt man mit reinem Wasser 2—3mal aus und reinigt die Chloroform- 
lösung durch Schütteln mit sehr verdünnter Natronlauge (1: 1000). Zur Be- 
seitigung von Alkalispuren wird die Indigochloroformlösung mit reinem 
Wasser behandelt. Aus der durch ein trockenes Filter oder Asbest filtrierten 
Chloroformlösung wird das Chloroform durch Destillation entfernt, der Rück- 
stand einige Minuten auf dem Wasserbade getrocknet und dann mit ca. 10 cm3 
konzentrierter H,SO, auf dem Wasserbade ca. 10 Minuten erwärmt. Nach 
erfolgter vollständiger Lösung des Indikans gibt man die Schwefelsäurelösung 
zu einer größeren Menge (ca. 100cm3) Wasser vorsichtig hinzu und titriert 
heiß bis rein gelb, mit stark verdünnter Permanganatlösung. Die Indigo- 
schwefelsäurelösung soll so weit verdünnt werden, dab sie schön blau, durch- 
sichtig aussieht. 

Die Permanganatlösung wird so bereitet, dal von einer konzentrierten 
Lösung (ca. 3 g pro Liter) 5 cm® mit 195 cm? Wasser verdünnt werden; diese 
Lösung wird mit reinem Indigo eingestellt. 1 cm? dieser Lösung entsprechen 
etwa 000015 g Indigo. Zu dem gefundenen Indigowert muß ?/, als Korrektur 
addiert werden, wegen der teilweisen Oxydation des Indigos zu Isatin. 

Bei der quantitativen Bestimmung nach Bouma?) wird das im 
Harn vorhandene Indoxyl mit Isatinsalzsäure in Indigorot umgewandelt. 

Erforderlich ist eine Isatinsalzsäurelösung, die 20 ng Isatin 
(Merck) in einem Liter konzentrierter (eisenfreier) Salzsäure enthält. Die 
Lösung muß jeden Monat neu hergestellt werden. 

Der Harn (300 cm?) wird mit Bleiessig (1 Vol. auf 10 Vol. Harn) gefällt 
das klare Filtrat mit dem gleichen Volumen Isatinsalzsäure versetzt und 
eine Viertelstunde auf dem kochenden Wasserbad erhitzt. Das Gemisch 


!) A. Ellinger, Zur Methodik der Indikanbestimmung im Harn. Zeitschr. f. physiol. 
Chem. Bd. 38. S. 178 (1903). 

2) J. Bouma, Über die Bestimmung des Harnindikans als Indigorot mit Isatin- 
salzsäure. Zeitschr. f. physiol. Chem. Bd. 32. S. 82 (1901). — Derselbe, Über eine bis- 
weilen vorkommende Abweichung bei der Bestimmung des Harnindikans als Indigorot 
mittelst Isatinsalzsäure. Deutsche med. Wochenschr. Bd. 28. S. 705 (1902). — Salkowski, 
Zur Kenntnis der Eiweißfäulnis. Zeitschr. f. physiol. Chem. Bd. 8. S. 416, 448 (1883/4). 
— H.P.T. Oerum, (Quantitative Indikanbestimmung mit dem Meislingschen Kolorimeter 
(vgl. Zeitschr. f. analyt. Chem. Bd. 43. S. 138). Zeitschr. f. physiol. Chem. Bd. 45. 5. 459 
(1905). — Jac. Bouma, Nachtrag zur Methodik der Indikanbestimmung im Harn. 
Zeitschr. f. physiol. Chem. Bd. 39. S. 356 (1908). 
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färbt sich dabei dunkelrot. Die abgekühlte Flüssigkeit wird mit Chloroform 
ausgeschüttelt. Man läßt nun das Chloroformextrakt einige Minuten ruhig 
stehen, danach wird die Lösung vorsichtig abgegossen, das Chloroform 
verdunstet und der Rückstand 2 Stunden bei 110° getrocknet. Um das 
überschüssige Isatin zu entfernen, muß der Chloroformrückstand mit heißem 
Wasser, worin das Isatin leicht löslich ist, ausziehen, bis die abgegossene 
Flüssigkeit nicht mehr reduziert. Nach dieser Reinigung wird das trockene 
Residuum mit Schwefelsäure versetzt und als Indigorotdisulfosäure mit 
Permanganat titriert. 

Die Titrierflüssigkeiten müssen ganz klar sein. Beim eventuell nötigen 
Filtrieren ist ein aliquoter Teil zu untersuchen; man filtriert durch einen 
kleinen Filter und verwirft die ersten 20—30 cm3 des Filtrates. Wenn sich 
gegen Ende der Titration äußerst fein verteiltes Mangandioxyd in der 
Flüssigkeit abscheidet, soll man dann und wann während der Titration 
ein wenig starke H,SO, zu der Flüssigkeit hinzufügen. 

Die Einstellung der Permanganatlösung erfolgt mit reinem Indigorot 
in Lösung. Das käufliche Indigorot wird in Chloroform gelöst, das Chloro- 
form verdampft, das Indigorot in Äther aufgenommen, der Rückstand vom 
Äther getrocknet, 5—10 mg genau abgewogen, in konzentrierter Schwefel- 
säure gelöst und mit Permanganat titriert. 

Bei sehr indikanreichem Harn ist es besser, das Filtrat des mit 
Bleiessig gefällten Harns mit Wasser zu verdünnen. Um den ungefähren 
Gehalt des Harns an Indikan kennen zu lernen, kocht man gleiche Volu- 
mina Harn und Reagens und schüttelt mit Chloroform aus. Beim Ge- 
brauch von 5 cm? Harn mit 5 cm: Reagens und 2 cm® Chloroform färbt 
sich letzteres bei indikanarmem Harn leicht rosarot, bei leichter Indikanurie 
schön purpurrot, bei indikanreichem Harn dunkel weinrot. 

Bei der Bestimmung entspricht die Hälfte vom gefundenen Werte dem 
Harnindigo, da die Hälfte des Indigomoleküls vom Isatin geliefert wird. 

Zur schnellen Bestimmung des Indikans dient das Indikanurometer von 
Bouma. Dieses besteht aus 11 in einer Reihe geordneten Reagenzröhrchen 
von gleichem Durchmesser und gleicher Wanddicke. Sechs dieser Röhrchen 
enthalten eine Lösung von aus Harn bereitetem Indigorot in Chloroform 
von verschiedener Stärke, welche der Reihe nach übereinstimmt mit einem 
Gehalte des Harns an Indigo von 5, 10, 15, 20, 30, 40 mg pro Liter. 

Diese Röhrchen sind auf folgende Weise angefertigt: 

Möglichst reines aus Harn dargestelltes Indigorot wird in Chloro- 
form eelöst. Von einem Teil dieser Lösung wird das Chloroform ver- 
dunstet und der Gehalt an Indigo mittelst Titration mit Chamaeleon, welches 
auf reines synthetisches Indigorot gestellt ist, bestimmt. Vom anderen 
Teil der Lösung des Indigorots werden durch geeignete Verdünnung Flüssig- 
keiten bereitet, welche der Reihe nach 10, 20, 30, 40, 60 und 80 mg Indigo 
enthalten auf 12 Chloroform. Diese Flüssigkeiten werden als Standardlösungen 
gebraucht und kolorimetrisch verglichen. Die Röhrchen werden zuge- 
schmolzen und im Dunkeln aufbewahrt. 20 cm® Harn werden mit !/,o 
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seines Volumens an Bleiessig gefällt, durch ein trockenes Filter filtriert. 
Vom klaren Filtrat, das mit Vorteil vorher mit Schwefelwasserstoff behandelt 
wird, gießt man 5!/, cm? (= 5 cm? Harn) in ein Probierröhrchen und fügt 
eine Lösung (am besten 10 cm®) von 20 mg Isatin auf 12 starke HCl hinzu. 
Man erhitzt nun die Mischung zur Siedehitze, kocht einige Sekunden und 
kühlt ab, schüttelt tüchtig mit 5cm® Chloroform. Die Chloroformlösung wird 
mit der Standardlösung verglichen. Bei Benutzung des Meislingschen Kolori- 
meters kann der Gebrauch der Vergleichsröhrchen umgangen werden (Oerum). 

Zur quantitativen Bestimmung des Harnindikans kann man sich statt 
Eisenchlorids der Kupfersulfatlösung bedienen (Salkowski). 

Imabuchi‘) verfuhr dabei folgenderweise: Der nötigenfalls schwach 
mit Essigsäure angesäuerte Harn wird mit !/,, Volumen Liquor ferri sub- 
acetici gefällt. Man versetzt 50cm® des Harnfiltrats in einem Schüttel- 
trichter mit 1—2cm® 10°/,iger Kupfersulfatlösung und setzt das gleiche 
Volumen Salzsäure (spez. Gew. 119) hinzu. Die Harnfiltratreagensmischung 
wird nach 5—10 Minuten mit Chloroform wiederholt ausgeschüttelt, zuerst 
mit 50, dann mit je 20cm®, bis eine neue Portion Chloroform sich nicht 
mehr färbt. Die abgelassenen Chloroformlösungen bleiben in einem anderen 
Schütteltrichter einige Minuten stehen und werden durch ein trockenes 
Filter in einem trockenen Kolben filtriert. Das Chloroform wird dann auf 
dem Wasserbad abdestilliert, der Rückstand auf dem Wasserbad noch 
einige Minuten lang getrocknet, dann mit heißem Wasser 3—4mal aus- 
gewaschen, bis das letzte Waschwasser Permanganat nicht mehr entfärbt. 
Der gereinigte Indigo wird nach Abgießen des Wassers mit 10cm? reiner, 
konzentrierter Schwefelsäure aufgenommen und dann 5—10 Minuten lang 
auf dem kochenden Wasserbade erwärmt. Nach dem Erkalten wird die 
Schwefelsäurelösung mit etwa 100cm® destilliertem Wasser verdünnt und 
mit einer !/,,. n-Kaliumpermanganatlösung titriert. 1cm® derselben ent- 
spricht 0'165 mg Indigo (Wang). 


CH 
x 
CH Ic ı C— CH,.COOH 
Indol-Pr-3-Essigsäure | j: | C,.H,NO, ist das Chro- 
CH NH 
mogen des Uroroseins (siehe dieses). *) co, 
C‚H« en 
Indigrot (Indirubin, Indigpurpurin?) 2 | Nadeln oder 
= NJ 
0,H,N,0, C,H SO 
NY 


') T. Imabuchi, Zur Methodik der quantitativen Bestimmung des Harnindikans. 
Zeitschr. f. physiol. Chem. Bd. 60. S. 502 (1909). 

?) C. A. Herter, Die Indolessigsäure, das Chromogen des Uroroseins im Harn. 
Journ. of biol. Chem. Vol. 4. p. 253 (1903). 

») H. Rosin, Über das Indigorot (Indirubin). Virchows Archiv. Bd. 123. S. 519 
(1891); vgl. auch L. ©. Maillard, Chem. Ztg. Jg. 1901. S. 415. 
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rhombische Blättchen, sublimiert bei 295 —310° mit violettroten Blättehen. Unlöslich 
in Wasser, löslich mit kirschroter Farbe in Alkohol, Äther, Chloroform, Eisessig. Mit 
Traubenzucker in alkalischer Lösung erwärmt, geht es in Indirubinweiß über. 

Entsteht neben dem isomeren Indigblau bei Erwärmen von Indoxylschwefelsäure 
im Harn mit Salzsäure und bei mäßiger Oxydation. 

Darstellung nach Rosin erfolgt in folgender Weise. Etwa 300 em? indikanreicher 
Harn werden zu je 5 ! mit basischem Bleiacetat ausgefällt, filtriert, das im Überschuß vor- 
handene Blei aus dem Filtrate durch Salzsäure entfernt und die filtrierte Lösung mit 
Salpetersäure (auf 12 ca. 20 9) und sofort bis nahezu zum Sieden erhitzt, bis zur dunkel- 
kirschroten Färbung; man kühlt rasch ab und fügt Soda bis zur schwach sauren Reaktion 
hinzu. Der ausgefallene Farbstoff (Indigrot, Indigblau und andere Farbstoffe) wird nun 
aus den verschiedenen Harnportionen durch dasselbe Filter abfiltriert; man wäscht den 
Rückstand mit Soda und Wasser und extrahiert nach dem Trocknen mit Chloroform am 
Rückflußkühler auf dem Wasserbade, bis sich dasselbe nicht mehr dunkelpurpur, sondern 
blau färbt. Man destilliert aus den Chloroformauszügen das Chloroform soweit ab, daß das 
Indigrot mit etwas Indigblau ausfällt. Man filtriert nach dem Erkalten das ausgefallene 
Indigrot ab, wäscht mit kaltem Chloroform, bis das Filtrat schön purpur gefärbt abläuft. 
Der Rückstand wird zur weiteren Reinigung mit Äther am Rückflußkühler gekocht, die 
ätherische Lösung des Indigrotes bis zur Abscheidung der Kristalle abdestilliert. Zum 
Nachweis wird der mit Soda neutralisierte Harn mit Äther ausgeschüttelt und der 
Äther verdunstet. Das Urorosein wird von Alkalien sofort entfärbt und geht nicht in 
den Äther über. 


ANHANG. 


Zur Übersicht über die Stickstoffverteilung im Harn dient 
das Verfahren von M. Pfaundler und das von M. Krüger und J. Schmäd. 

Verfahren von M. Pfaundler.‘) 

Der 24stündige Harn wird über Chloroform aufgefangen, mit stick- 
stofffreier Salzsäure angesäuert und durch Verdünnen mit ungefähr einem 
halben Teil Wasser auf bestimmtes Volumen gebracht. Damit werden folgende 
Bestimmungen ausgeführt: 


1. Ermittlung des Gesamtstickstoffs nach Kjeldahl. 

2. und 3. Bestimmung des Ammoniak- und leicht abspaltbaren Stick- 
stoffs {n, und f,). 

20 cm? der Flüssigkeit werden mit etwa 40 cm3 salzsaurer Phosphor- 
wolframsäurelösung (100 9 Phosphorwolframsäure (Merck) + 100 em®HÜCl von 
1'124 spez. Gew. + 800 em? destilliertes Wasser) gefällt. Nach 24stündigem 
Stehen der Proben in ammoniakfreier Atmosphäre wird durch ein aschearmes 
(stickstofffreies) Filter in einen Erlenmeyerkolben klar filtriert, der Nieder- 
schlag mit Hilfe des Filtrates quantitativ übergespült und zwei- bis dreimal 
mit der zur Fällung verwendeten Lösung gewaschen. Hierbei darf sich das 
Filtrat nicht mehr trüben. Filter mit Niederschlag wird hierauf gleichfalls 
in einen Erlenmeyerkolben gebracht und gleich dem Filtrat mit etwa 10 g 
kristallisierter Phosphorsäure (oder mit dem gleichen Gewichte Meta- 
phosphorsäure) versetzt. Beide Kolben kommen für 18—20 Stunden in 
einen auf 150° eingestellten Trockenschrank. Nach Abkühlung der Proben 


1) M. Pfaundler, Über ein Verfahren zur Bestimmung des Amidosäurenstickstoffs 
im Harne. Zeitschr. f. physiol. Chem. Bd. 30. S. 75 (1900). 
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werden diese mit heißem Wasser in einem Rundkolben aus Hartglas von 
ca. 1 2 Inhalt gespült, mit stickstofffreier Natronlauge zunächst vorsichtig 
annähernd neutralisiert, dann mit einem großen Überschuß von geelühter 
Magnesia bis zur deutlich alkalischen Reaktion versetzt und in eine mit 
!/,, n-Säure beschickte Vorlage abdestilliert. Gegen das heftige Stoßen der 
Flüssigkeit ist durch Eintragen von pulverisiertem, geglühtem Bimsstein 
vorzubeugen. Die Destillation wird nach Verdünnen des Kolbeninhaltes mit 
Wasser nochmals wiederholt. 

4. und 5. Bestimmung des durch Säure nicht abspaltbaren Stickstoffs 
(f, und n,) im Niederschlage, wie in der Fällung nach der PhosphorwoH- 
ramsäurebehandlung. 

Nach beendeter zweiter Destillation wird der Kolbenrückstand behufs 
Stickstoffbestimmung nach Kjeldahl zersetzt (man soll große Mengen von 
Zersetzungssäure anwenden und den Kolben häufig drehen). 

Fraktion n, enthält: den durch Phosphorsäure abspaltbaren Stick- 
stoff der durch Phosphorwolframsäure fällbaren Substanzen: den gesamten 
N des Ammoniaks, der Carbaminsäure, des Rhodans und einen Teil des N 
der Harnsäure, der Purinbasen, des Kreatinins, des Harnmukoides, der 
Eiweißkörper bzw. des Nukleoalbumins des normalen Harns. 

Fraktion n,: durch Phosphorsäure nicht abspaltbarer Stickstoff der 
durch Phosphorwolframsäure fällbaren Körper. Dies ist der N-Rest jener 
Substanzen, die wie Harnsäure nur einen Teil des Stickstoffes festgebunden 
enthalten; ferner der N der Diamine, der Diaminosäuren und der etwa vor- 
kommenden Ptomaine. 

Fraktion f,: leicht abspaltbarer N der durch Phosphorwolframsäure 
nicht fällbaren Körper, das sind der gesamte.Stickstoff des Harnstoffs, des 
Allantoins, der Oxalursäure, eventuell ein Teil des Kreatinstickstoffs, wie auch 
wahrscheinlich etwas mehr als die Hälfte des Oxyproteinsäurestickstoffs. 

Fraktion f,: festgebundener Stickstoff der durch Phosphorwolfram- 
säure nicht fällbaren Körper. Das sind die Aminosäuren und ihre Derivate 
und ein Teil der Oxyproteinsäure. 

Verfahren nach Krüger und Schmid.') 


Prinzip: Harnstoff und Aminosäuren werden durch Phosphorwolfram- 
säure nicht gefällt, hingegen andere stickstoffhaltige Körper. Wird das 
Filtrat mit Schwefelsäure im geschlossenen Rohr auf 160—180° erhitzt, 
so spaltet Harnstoff quantitativ sauren N ab, die Aminosäuren spalten 
hingegen keinen Stickstoff ab. 

Man ermittelt zunächst nach Pflüger und Gumlich die zur vollständigen 
Fällung des Harnes (wenn konzentriert, vorher verdünnen) notwendige 
Menge Phosphorwolframsäure, indem man zu je 10 cm® Ham 1 cm® 


'‘) Krüger und J. Schmid, Die Bestimmung des Amidosäurestickstoffs im Harne, 
Zeitschr. f. physiol. Chem. Bd. 31. S. 556 (1900/1). Bezüglich der Stickstoffverteilung im 
Harn vgl. auch: G. Satta, Bemerkungen über die Stickstoffverteilung im Harn. Hofmeisters 
Beitr. Bd. 6. S. 358 (1905). 
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10°/,ige HCl und dann wechselnde Mengen 10°/,iger Phosphorwolframsäure 
gibt. Der Niederschlag setzt sich in allen Fällen Jeicht ab. Man filtriert 
nach 2 Minuten (eventuell muß es nochmals zurückgegossen werden), 
Tritt nach 2 Minuten keine Trübung mehr ein, so ist die Fällune voll- 
ständig. Ist die Säurezahl gefunden, so gibt man zu einer größeren Menge 
(etwa 30 cm?) Harn 3 cm3 10°/,ige Salzsäure und die berechnete Menge 
an Phosphorwolframsäure-Lösung hinzu und filtriert nach 2 Minuten durch 
ein trockenes Filter in ein trockenes Gefäß. Nach Herstellung des Filtrates 
werden folgende Bestimmungen ausgeführt: 

1. In 5 cm® des ursprünglichen Harnes wird der Gesamtstickstoff 
nach Kjeldahl bestimmt. 

2. In je 10 cm des Phosphorwolframsäurefiltrates, respektive einer 
solchen Menge, die 5 cm® Harm annähernd entspricht, wird 

a) der Gesamtstickstoff (,„Harnstoffstickstoff plus Aminosäurenstick- 
stoff“) nach Kjeldahl; 

b) der Harnstoffstickstoff bestimmt durch Erhitzen mit dem halben 
Volumen konzentrierter Schwefelsäure während 3—4 Stunden, die Zeit des An- 
wärmens nicht gerechnet, auf 160—180° im geschlossenen Rohr. Der Röhren- 
inhalt wird in einen Kjeldahldestillierkolben gegossen, die Röhren der Reihe 
nach mit Wasser, dann mit wenig Natronlauge (um den Niederschlag von 
phosphorwolframsaurem Ammon zu lösen) und schließlich wieder mit Wasser 
nachgespült. Beim Neutralisieren der Schwefelsäure ist ein Überschuß an 
Lauge zu vermeiden. Für 5 cm® konzentrierter H, SO, genügen 20—22 em? 
33°/,ige Natronlauge. Man destilliert das Ammoniak in vorgelegte titrierte 
Säure. 

Die Differenz zwischen 2a) und 2b) gibt den Aminosäurenstickstoff an.!) 


Nicht dialysable stickstoffhaltige Bestandteile des Harnes mit 
Ausschluß der Eiweißkörper. 


Zu diesen gehört die Chondroitinschwefelsäure, 
GC; 32 N0,.250,087 
eine Ätherschwefelsäure. 
Zur quantitativen Bestimmung der im Harn ausgeschiedenen Chon- 
droitinschwefelsäure kann man nach Pons ?) wie folgt verfahren: 
Der möglichst frische Harn wird filtriert, eventuell unter Toluol 
aufbewahrt. Eine abgemessene Menge von 200—500 cm? wird 5—5 Tage 


t) Zur Stickstoffverteilung vgl. auch: D. E. Lindsay, A method for the estima- 
tion of urea, allantoin and amino-acids in the urine. The Bio-Chemical Journ. Vol. 4. 
p. 448 (1909). 

2) Ch. Pons, Quantitative Untersuchungen über die Ausscheidung der Chondroitin- 
schwefelsäure. Hofmeisters Beitr. Bd. 9. S. 393 (1907). — K. A. H. Mörner, Untersuchungen 
über die Proteinstoffe und die eiweißfällenden Substanzen des normalen Menschenharns. 
Skand. Arch. f. Physiol. Bd. 6. S. 332 (1895). — €. Th. Mörner, Einige Beobachtungen 
über die Verbreitung der Chondroitinschwefelsäure. Zeitschr. f. physiol. Chem. Bd. 20. 
S. 357 (1895). 
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in Dialysierschläuchen gegen fließendes Leitungswasser dialysieren gelassen, 
dann mit 10 em® gesättigten Barytwassers versetzt, 24 Stunden damit stehen 
gelassen und durch ein Barytfilter unter öfterem Zurückgießen filtriert, bis 
das Filtrat völlig klar ist. Die Fällung mit Baryt ist notwendig, um die aus 
dem Leitungswasser stammende Schwefelsäure zu entfernen. Das gesamte 
Filtrat wird in einem geräumigen Kolben (meist Kjeldahlkolben) mit 10 cm? 
Bariumechlorid und 10 em® konzentrierter HCl bis zur Hälfte eingekocht, noch- 
mals mit 10 cm® konzentrierter Salzsäure versetzt und bis auf 26—30 em? 
eingedampft. Das ausgeschiedene Bariumsulfat wird auf ein aschefreies 
Filter gebracht, chlorfrei gewaschen und nach dem Glühen gewogen. Manch- 
mal ist es schwierig, beim Filtrieren des mit Barytwasser versetzten dia- 
lysierten Harnes ein klares Filtrat zu erhalten. Durch nochmaligen Baryt- 
zusatz und Einleiten von CO, gelangt man zum Ziele. 

Die freie Chondroitinschwefelsäure ist sehr leicht zersetzlich. Ihre wässerigen 
Lösungen werden gefällt durch basisches Bleiacetat, Zinnchlorür, Quecksilberoxydul- 
nitrat, nicht gefällt durch andere Metallsalze, Mineralsäuren, Essigsäure. Aus Lösungen, 
die Eiweiß oder Leim enthalten, wird sie durch Essigsäure und Mineralsäuren gefällt; 


die Fällung ist im Überschuß der Mineralsäure löslich. Bei Einwirkung von konzen- 
trierten Säuren spaltet sie neben einem Kohlenhydrat Schwefelsäure ab. 


Zur Untersuchung adialysabler Stoffe im Harn ist von Hofmeister 
der Gebrauch von Schilfschläuchen eingeführt worden.!) 

Die Schilfschläuche sind, wenn unverletzt, völlig porenfrei und lassen 
dialysierende Stoffe leicht durchtreten. Ein Schlauch von 15—20 cm Länge 
und etwa 10 cm? Fassungsraum wird an einem Ende fest zugeschnürt, in das 
andere Ende wird ein trichterförmig gestaltetes Glasrohr eingebunden. Da 
die Schläuche nur einige Kubikzentimeter fassen, empfiehlt es sich, zwei bis 
drei durch kurze, mit Nuten versehene Glasröhren zu verbinden. Zuerst 
prüft man den Schlauch durch Füllen mit Wasser und Stehenlassen auf 
seine absolute Intaktheit, füllt ihn dann mit dem zu untersuchenden Harn, 
hängt ihn mit dem trichterförmigen Ansatz in einen mit passenden Öff- 
nungen versehenen Holzrahmen und taucht ihn in einen mit destilliertem 
Wasser gefüllten Zylinder, dessen Inhalt sich selbsttätig rasch erneuert. 
Bei passender Wahl der Gefäße können gleichzeitig mehrere (6—9) Schläuche 
in den Rahmen eingesetzt werden. Es ist ratsam, durch einen kleinen 
Motor den Rahmen durch kurze Stöße erschüttern zu lassen. 


!) Vgl. die Arbeiten von P. Philippson, Über die Verwendbarkeit der Schilfschläuche 
zur Dialyse. Hofmeisters Beitr. Bd.1. S. 80 (1902). Über die Bereitung der Schilfschläuche 
findet sich in dieser Arbeit folgende Vorschrift: Möglichst dieke Schilfrohre werden in 
ihre Segmente geteilt und diese eine Stunde in kochendes Wasser gelegt. An einem 
Sermentende wird hierauf durch sorgfältiges Abschneiden eine Strecke der innersten 
Membran freigelegt und der kleine Membranzylinder mit einem Seidenfaden zugebunden 
Dieses zugebundene Ende wird auf einem abgerundeten Glasstab durch das ganze Seg- 
ment durchgeschoben. Die Membran löst sich dabei von der Schilfwand und befindet 
sich schließlich in ganzer Ausdehnung auf dem Glasstab. Die Dicke der Wand beträgt 
etwa 008 mm. Die Schläuche bestehen fast aus reiner Zellulose. — Kumoji Sasakı, 
Bestimmung der nicht dialysablen Stoffe des Harnes. Hofmeisters Beitr. Bd. 9. S. 386 
(1997). — M. Savare, Der Gehalt des Frauenharnes an adialysablen Stoffen unter nor- 
malen und; pathologischen Verhältnissen. Hofmeisters Beitr. Bd. 9. S. 401 (1907). 
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Die leicht dialysierbaren Stoffe (Salze) entfernt man so rasch. Hält 
man die Dialyse für beendet, so entleert man den Inhalt durch Anschneiden 
des unteren Schlauchendes mit einer feinen Schere in ein untergehaltenes 
gewogenes Schälchen, spült mit destilliertem Wasser durch das trichter- 
förmige Ansatzrohr nach, bringt die Flüssigkeit zur Trockene und wägt 
den Rückstand. 

Vorheriges Einengen des Harnes empfiehlt sich nicht. Zersetzung des 
Harnes während der Dialyse wurde nicht beobachtet. Die Entfernung der 
dialysablen Stoffe war durchschnittlich in 24—36 Stunden erreicht. 

Wichtige Beobachtungen über adialysable Stoffe haben Abderhalden 
und Preglı) angestellt. 

Der Trockenrückstand vom menschlichen Harn, in dem weder mit 
Esbachschem Reagens, noch mit konzentrierter HNO, Eiweiß nachgewiesen 
werden konnte, wurde dabei mit absolutem Alkohol extrahiert und aus 
dieser Lösung durch Eintragen von gepulverter Oxaisäure die Hauptmenge 
des Harnstoffes entfernt. Aus dem Filtrat vom Harnstoffoxalat wurde die 
überschüssige Oxalsäure mit Baryt und aus dem neuerlichen Filtrat der 
Baryt mit Schwefelsäure entfernt. Durch mehrtägige Dialyse des Filtrates 
vom Baryumsulfat wurden die letzten Reste kristallinischer Substanzen 
möglichst entfernt. Nach dem Einengen der Dialysenflüssigkeit auf ein 
kleines Volumen stellt dieses Präparat eine durchsichtige, bräunliche sirupöse 
Flüssigkeit dar. Freie Aminosäuren enthielt das Präparat nicht; die Säure- 
hydrolyse ergab: Glykokoll, Alanin, Phenylalanin, Asparagin und Glutamin- 
säure. Die Verbindung hat den Charakter eines „Polypeptids“. 

Ferner machte E. Salkowski?) Mitteilungen über alkoholunlösliche 
bzw. kolloidale Stickstoffsubstanzen im Harn. Die in Wasser löslichen 
Stickstoffbestandteile des durch Alkohol im Harn erhaltenen Niederschlages 
dialysieren nicht. Sie sind nicht einheitlicher Natur; es sind darin mindestens 
zwei Körper vorhanden, ein stickstoffreicherer und ein stickstoffärmerer, 
die durch Behandlung mit Tierkohle bis zu einem gewissen Grade getrennt 
werden können.;) 


Farbstoffe im Harn. 


1. Gallenfarbstoffe. 
Zum Nachweis der Gallenfarbstoffe dienen folgende Reaktionen: 
1. Huppertsche Probe nach der Modifikation von E. Salkowski. *) 


!) E. Abderhalden und Fr. Pregl, Über einen im normalen menschlichen Harn 
vorkommenden, schwer dialysierbaren Eiweißabkömmling. Zeitschr. f. physiol. Chem. 
Bd. 46. S. 19 (1905). 

2) E. Salkowski, Zur Kenntnis der alkoholunlöslichen bzw. kolloidalen stickstoff- 
haltigen Substanzen im Harn. Berl. kl. Wochenschr. Bd. 42. S. 1582 (1906). 

®) Über kolloidale Stoffe im Urin vgl. auch: Lichtwitz und O. Rosenbach, Unter- 
suchungen über Kolloide im Urin. I. Zeitschr. f. physiol. Chem. Bd. 61. S.112 (1909). 

+) E. Salkowski, Praktikum. S. 189; vgl. auch I. Munk, Über den Nachweis von 
Gallenfarbstoff im Harn. Arch. f. Anat. u. Physiol. Jg. 1898. S. 361. Vgl. zu diesem 
Abschnitt auch Bd. 2. S. 732 ff. 


Stoffwechselendprodukte: Nachweis u. Bestimm. d. Eiweißabbauprodukte ete. 851 


Man macht den Harn mit einigen Tropfen Natriumkarbonat alkalisch 
und versetzt tropfenweise mit Chlorcaleiumlösung, bis die über dem Nieder- 
schlag stehende Flüssigkeit keine andere als die normale Harnfärbung zeigt. 
Den entstandenen Niederschlag filtriert man ab, wäscht gut aus, bringt 
ihn in ein Reagenzglas, übergießt mit Alkohol und löst den Niederschlag 
in Salzsäure. Man kocht die klare Lösung. Bei Gegenwart von Gallenfarb- 
stoff färbt sie sich grün bis blau; fügt man nun zur völlig erkalteten Lösung 
Salpetersäure hinzu, so wird die grüne Lösung blau, violett, rot. Auf 
diese Weise kann man 0'02—0'01 mg Bilirubin in 10 cm® Harn nach- 
weisen. 

2. Nach Hammarsten ‘) benutzt man ein Säuregemisch, das aus 1 Teil 
25°/,iger Salpetersäure und aus 19 Teilen 25°/,iger Salzsäure besteht und 
durch Stehen gelblich geworden sein muß. 

Vor jedesmaligem Gebrauch mischt man 1 Teil des Säuregemisches 
mit 4 Teilen Alkohol und fügt zu einigen Kubikzentimetern dieser Lösung 
einige Tropfen des bilirubinhaltigen Harnes; es entsteht eine grüne Farbe. 

Oder man verfährt nach Hammarsten so, daß man 10cm® Harn in ein 
etwa 15 cm® fassendes Rohr einer Zentrifuge bringt; man setzt einige Kubik- 
zentimeter Chlorcaleiumlösung zu, mischt und zentrifugiert ca. 1 Minute. 
Die etwas trübe Flüssigkeit gießt man vom Bodensatz ab, bringt 1—2 cm3 
des Reagens hinzu; es entsteht eine grüne Lösung. Oder man verteilt den 
Bodensatz in 1—2 cm: des Reagens und zentrifugiert von neuem etwa 
/, Minute. Bei Gegenwart von Gallenfarbstoff entsteht eine klare, grüne 
Flüssigkeit oberhalb des Bodensatzes. Empfindlichkeit 1:500.000—1,000.000. 
Sind nur Spuren von Gallenfarbstoff vorhanden, so ist es vorteilhaft, ein 
Reagens mit mehr Alkohol und weniger des Säuregemenges, z.B. 1 Volumen 
Säuregemenge auf 9 Volumen Alkohol, oder ein Säuregemenge mit weniger 
Salpetersäure, IHNO, und 99HCI, zu verwenden. 

3. Die Gmelinsche Probe in der Modifikation von Rosenbach wird so 
ausgeführt, daß der Harn durch ein kleines Filter filtriert wird, dann läßt 
man das ausgebreitete Filter auf trockenem Filterpapier absaugen und 
benetzt das noch feuchte Filter mit Tropfen von Salpetersäure, die sehr 
wenig salpetrige Säure enthält. Um den Tropfen bilden sich konzentrische 
Ringe, die von innen nach außen gelbrot, rot, violett, blau und grün ge- 
färbt sind. 


Die Huppert-Salkowskische Reaktion wird nach J.C. Schippers?) wie folgt aus- 
geführt: 10 cm® Harn werden mit einigen Tropfen Na,CO, neutralisiert, nach der Neu- 
tralisation setzt man noch 5 Tropfen der Sodalösung (20°/,) hinzu und dann 10 Tropfen 
CaCl, (20°/,). Der Niederschlag wird auf gehärtetes Filter gesammelt, mit Wasser aus- 
gewaschen, abgeschabt, in einer kleinen Porzellanschale mit 3 cm? Salzsäurealkohol 


!) O0. Hammarsten, Ein Verfahren zum Nachweis der Gallenfarbstoffe, insbeson- 
dere im Harn. Skand. Arch. f. Phys. Bd. 9. S. 313 (1899); vgl. auch: Eine neue Reak- 
tion auf Gallenfarbstoffe, insbesondere im Harn. Malys Jahresber. Bd. 28. S. 310 (1898). 

”) J.C. Schippers, (Gallenfarbstoffreaktionen im Harne. Biochem. Zeitschr. Bd. 9. 
S.241 (1908); vgl. auch F. A. Steensma, Biochem. Zeitschr. Bd. 8. S. 208 (1908) und 
E. Salkowski, Arb. aus d. path. Inst. Berlin. Jg. 1906. S. 504. 
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übergossen, in einem Reagenzrohre erhitzt und eventuell ein Tropfen einer !/,°/,igen 
Lösung NaNO, hinzugefügt. 


Erwähnenswert sind noch die Modifikationen von Nakayama und 
Bouma. 

Nakayama!) versetzt 5 cm® Harn mit dem gleichen Volumen BaCl, 
(10°/,ige Lösung). Das Gemisch wird zentrifugiert, die Flüssigkeit abge- 
gossen und der Niederschlag mit 2 cm® des Reagenzes (99 cem3 Alkohol von 
95 Vol.’/, und 1 cm® rauchende Salzsäure, worin 4g Eisenchlorid pro 
Liter gelöst sind) zum Sieden erhitzt. Bei Anwesenheit von Gallenfarb- 
stoff nimmt die Flüssigkeit eine grüne bis blaugrüne Farbe an. Nach Zu- 
satz von (gelbgefärbter) Salpetersäure geht die Farbe in Violett und Rot 
über. Empfindlichkeit: 1 Teil Bilirubin auf 1,200.000 Harn. J. Bouma ?) 
versetzt 8cm® sauren Harn mit 2 cm® CaCl, (10°/,), versetzt mit schwacher 
Ammponiaklösung bis zu sehr schwach sauer, nahezu neutral, zentrifugiert, 
wiederholt das Zentrifugieren nach Mischen des Sedimentes mit destil- 
liertem Wasser, gießt die obenstehende Flüssigkeit ab (falls der Harn Uro- 
bilin enthält, zeigt diese den typischen Absorptionsstreifen in grün-blau) 
und löst den Niederschlag in einer Mischung von 1 cm® Obermayerschem 
Reagens (29 FeCl, in 12 Salzsäure) mit 4cm? absolutem Alkohol. Bei 
Anwesenheit von Gallenfarbstoff löst sich das Sediment sofort mit 
grüner Farbe im Reagens. Man kann so 1 mg Gallenfarbstoff in 1 uro- 
bilinhaltigem Harn nachweisen.) 

Pröscher +) verwendet die Ehrlichsche Diazoreaktion zum Nachweis 
des Bilirubins. Setzt man Ehrlichs Diazolösung zu einer !/, Volumen Alkohol 
enthaltenden, mit konzentrierter Salzsäure stark angesäuerten Bilirubin- 
lösung, so tritt Blaufärbung auf, oder bei Spuren von Bilirubin nur dunklere 
Färbung, die beim Schütteln mit blauer oder blauvioletter Farbe in Chloro- 
form übergeht. Empfindlichkeit: 1:60.000 (bei der Huppert-Salkowskischen 
Probe 1:500.000 bis 1:1,000.000). Für klinische Zwecke empfiehlt Pröscher, 
den Farbstoff zunächst durch Sättigen von 10 cm? Harn durch Ammon- 
sulfat zu fällen, den alkoholischen Auszug des farbigen Niederschlages, 


!) Nakayama, Über eine Modifikation der Huppertschen Gallenfarbstoffreaktion. 
Zeitschr. f. physiol. Chem. Bd. 36. S. 398 (1902). 

2) J. Bouma, Zur Frühdiagnose des Ikterus. Deutsche med. Wochenschr. Jg. 1902. 
S. 866. J. Bouma, Eine klinische Methode zur quantitativen Bestimmung der Gallen- 
farbstoffe. Deutsche med. Wochenschr. Bd. 30. S. 881 (1904). 

3) Vgl. auch die Modifikation von Arnold (Maly, 1899. 8.328): „Über die Me- 
thoden zum Nachweis des Gallenfarbstoffes im Harn und ihre Bedeutung für die 
Klinik.* 

*) Fr. Pröscher, Über Acetophenonazobilirubin. Zeitschr. f. physiol. Chem. Bd. 29. 
S. 411 (1900). — Über den Nachweis von Bilirubin im Harne mittelst der Ehrlichschen 
Diazoreaktion. Zentralbl. f. inn. Med. Bd. 22. S. 169 (1901); vgl. auch A. Krokiewicz und 
J. Batko, Eine sehr empfindliche Reaktion auf Gallenfarbstoffe im Harn als Modifika- 
tion der Ehrlichschen Methode mit Diazobenzolsulfosäure. Wiener klin. Wochenschr. 
Jg. 1898. 8.173. Bezüglich der Reaktionen auf Gallenfarbstoffe mittelst Azurblau, 
Methylviolett und anderer Farbstoffe vgl. A. Torday und A. Klier, Deutsche med. 
Wochenscehr. Jg. 1909. S. 1470. 
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stark mit Salzsäure angesäuert, mit Diazolösung zu versetzen. Bei Gegen- 
wart von Bilirubin tritt Blaufärbung ein; bei Unterschichtung mit Kalilauge 
ein grün-rot-blauer Farbenring. 

Oder man verfährt nach Krokiewiez so, daß in ein Reagenzglas je 
2cm® von einer 1°/,igen wässerigen Lösung von Ac. sulfanilic. und einer 
1°/,igen wässerigen Lösung von Natriumnitrit, hierauf 2—5 Tropfen des 
gallenfarbstoffhaltigen Harnes gegossen werden. Die entstandene rubin- 
rote Färbung geht nach dem Zusatz von 1—2 Tropfen Salzsäure in Ame- 
thystviolett über. 

Zum Nachweis des Bilirubins in den Fäzes behandelt man den wäs- 
serigen Extrakt derselben nach Huppert-Salkowski oder man verfährt nach 
Steensma') wie folgt: Etwa 5 g Fäzes werden in einer Reibschale mit 
95°/, Alkohol zusammen verrieben, dann erhitzt man die Mischung in einem 
Kolben auf dem Wasserbade, gießt den Alkohol nach einiger Zeit ab und 
wiederholt die Extraktion mit Alkohol, bis der Alkohol fast keinen Farbstoff 
mehr aufnimmt. Der Rückstand wird dann in der Reibschale nach Zusatz 
von etwas Kalilauge mit Alkohol verrieben, die Flüssigkeit filtriert, die 
Flüssigkeit mit wenig salzsäurehaltigem Alkohol (95°/, Alkohol und 5 cm? 
konzentrierter Salzsäure) angesäuert und gekocht. Wenn keine grüne Farbe 
entsteht, setzt man noch 1 Tropfen einer 0°5°/,igen Natriumnitritlösung hinzu. 

Vgl. auch die Probe von A. Schmidt.?) 

2. Urobilin. 

Kommt im frischen Harn als Chromogen, Urobilinogen, vor. 

Darstellung aus dem Harn. 


1. Nach Jaffe.3) Man fällt eine große Menge Harn mit Bleiessig 
aus, kocht den mit Wasser gewaschenen und getrockneten Niederschlag mit 
Alkohol mehrmals aus und zerlegt ihn dann mit Schwefelsäure enthaltendem 
absolutem Alkohol. Die Lösung wird mit einem Überschuß von Ammoniak 
versetzt, das Filtrat mit dem gleichen Volumen Wasser versetzt und mit 
wässeriger oder alkoholischer Chlorzinklösung ausgefällt. (Bei urobilinreichem 
Harn kann dieser direkt mit einem großen Überschuß von Ammoniak 
gefällt und das Filtrat mit einer konzentrierten Chlorzinklösung versetzt 
werden.) Die voluminösen roten oder rotbraunen Niederschläge wäscht man 
mit heißem Wasser bis zum Verschwinden der Chlorreaktion, man kocht mit 
Alkohol aus, trocknet bei gelinder Wärme, pulverisiert, löst in Ammoniak 
und fällt die filtrierte Flüssigkeit mit Bleizucker, wäscht den roten Nieder- 


1) Steensma, Über den Nachweis kleiner Mengen Gallenfarbstoffe in Faeces und 
Blut. Zentralbl. f. d. ges. Therapie und Path. des Stoffwechsels. Bd. 3. S. 231 (1908). 

2) R. Schorlemmer, Über den Nachweis von Gallenfarbstoff in den Fäzes in 
Sonderheit mit der Ad. Schmidtschen Probe und über die klinische Bedeutung des Vor- 
kommens von Bilirubin in denselben. Münchn. Med. Wochenschr. Jg. 1900. S. 458. 

3) M. Jaffe, Zur Lehre von den Eigenschaften und der Abstammung der Harn- 
pigmente. Virchows Arch. Bd. 47. S.405 (1869) und Zentralbl. f. med. Wissensch. Bd. 6. 
S. 243 (1868); vgl. auch Saillet, De l’urobiline dans les urines normales. Rev. de med. 
T.17. p. 109 (1897). 
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schlag kurze Zeit mit kaltem Wasser, trocknet und digeriert ihn mit 
schwefelsäurehaltigem Alkohol. Die alkoholische Lösung wird nun mit dem 
halben Volumen Chloroform vermischt und mit viel Wasser geschüttelt. Die ab- 
gesetzte Chloroformlösung wird noch 1—2mal mit wenig Wasser gewaschen, 
dann das Chloroform abdestilliert. 


2. Nach Mehu und Fr. Müller.‘) Der Harn wird zur Entfernung 
des Gallenfarbstoffs, des Hämatoporphyrins und der Harnsäure zunächst 
mit einer alkalischen Chlorbariumlösung (auf 100 Teile Harn verwendet man 
30 em? einer Mischung von einem Volumen gesättigter Chlorbariumlösung 
und 2 Volumen gesättigtem Barytwasser) gefällt. Aus dem Filtrat entfernt 
man den überschüssigen Baryt durch konzentrierte Natriumsulfatlösung, 
neutralisiert die Flüssigkeit nahezu mit Schwefelsäure, filtriert und sättigt 
mit Ammonsulfat. Der Niederschlag wird auf dem Filter gesammelt, mit 
gesättigter Ammonsulfatlösung gewaschen, und nachdem er lufttrocken 
geworden ist, mit einer Mischung von 1 Volumen Äther und 2 Volumen 
Alkohol in der Wärme ausgezogen. Die abfiltrierte Lösung versetzt man 
mit Chloroform und schüttelt die Mischung mit ungefähr dem doppelten 
Volumen Wasser. Das Chloroform setzt sich nach einiger Zeit ab und 
kann abgelassen werden. Man entzieht dem mit Wasser gewaschenen 
Chloroform das Urobilin mit ammoniakalischem Wasser. Die Behandlung 
der Chloroformlösung mit Ammoniak (viel Ammoniak ist zu vermeiden), 
bewirkt eine Trennung des Urobilins vom Indigrot. Aus der ammoniakalischen 
Lösung vertreibt man das Ammoniak in der Wärme. Aus der ammoniakalischen 
Lösung kann der Farbstoff auch mit Säure gefällt und wieder in 
Chloroform gelöst werden. Die Chloroformlösung wird nun am besten in 
vorher gewogenen Glasschälchen bei gewöhnlicher Temperatur verdunstet 
und nach Trocknen im Exsikkator gewogen. 


3. Nach Garrod und Hopkins.?) 


Zunächst wird aus dem Harn die Harnsäure durch Sättigen desselben 
mit Salmiak entfernt, im Filtrat Ammonsulfat gelöst, wodurch beim Stehen 
ein Niederschlag von Urobilin entsteht. Der Niederschlag wird nach dem 
Trocknen mit großen Mengen Wasser ausgezogen, die Sättigung mit 
Ammonsulfat und die nachherige Extraktion, wenn nötig, öfter wiederholt, 
zum Schluß die Niederschläge getrocknet und mit absolutem Alkohol aus- 
gezogen. Oder man extrahiert den Niederschlag mit verdünntem Ammoniak. 
Aus der ammoniakalischen Lösung des Urobilins kann es nach schwachem 
Ansäuern mit Schwefelsäure als amorphes braunes Pulver gefällt werden. 

Oder man verfährt nach Garrod und Hopkins so, dab man den Harn 
zuerst mit Chlorammon sättigt, das Filtrat mit Schwefelsäure ansäuert, 
mit Ammonsulfat sättigt, dann in einem Scheidetrichter mit dem gleichen 


!) Nach Neubauer-Vogel-Huppert, 10. Aufl. S. 527. 
?) A. E. Garrod und @. Hopkins, On urobilin. Journ. of physiol. Vol. 20. p. 118 
(1896). 
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Volumen einer Mischung von einem Volumen Chloroform und 2 Volumen 
Äther schüttelt. Der Äther-Chloroformmischung entzieht man den Farbstoff 
durch Wasser besonders leicht, wenn dem Wasser eine Spur Alkali zu- 
gesetzt wird. 

Der Nachweis des Urobilins erfolgt: 

1. Nach Jafe, indem man das Filtrat nach Ammoniakzusatz mit 
etwa 5 Tropfen 10°/,iger Chlorzinklösung versetzt und auf grüne Fluoreszenz 
wie auf die Absorptionsstreifen. Man macht mit Ammoniak stark alkalisch 
und fügt dem Filtrat nur so viel Zinksalzlösung zu, daß kein bleibender 
Niederschlag entsteht. 

Charakteristisch sind die Absorptionsstreifen auch in sehr verdünnten 
sauren Lösungen zwischen 5 und F, näher dem letzteren lierend. Die 
Absorptionsstreifen treten manchmal erst nach längerem Stehen des 
Harns auf. In alkalischen Lösungen ist der Streifen mehr nach 5 gerückt. 

2. Nach Nencki und Rotschy') säuert man 10—20 em® Harn mit 
einigen Tropfen Salzsäure an und schüttelt dann gelinde mit 5—10 cms Amyl- 
alkohol aus. Die amylalkoholische Lösung wird spektroskopisch untersucht. 
Eine grüne Fluoreszenz entsteht, wenn man einige Tropfen einer alkoholischen 
Chlorzinklösung (1 9 Chlorzink in 100 cm® ammoniakalischem Alkohol) zu 
der amylalkoholischen Lösung hinzufügt. 

3. Nach W. Schlesinger 2) erhält man selbst in urobilinarmen und 
an sonstigen Farbstoffen reichen Harnen unmittelbar schöne Fluorescenz 
und deutliche Absorptionsspektren, wenn man sie mit der gleichen Menge 
einer 10°/,igen Zinkacetatlösung in absolutem Alkohol versetzt und von 
dem entstehenden Niederschlag klar filtriert. Reine wässerige Urobilin- 
lösungen geben die Reaktion noch in einer Verdünnung von 0'002°/,. Bei 
Gegenwart von viel Bilirubin ist die Beseitigung dieses nach Bouma er- 
forderlich (siehe S. 852). 

Fäzes werden zum Nachweis des Urobilins zuerst mit Äther entfettet, 
mit Säure enthaltendem Alkohol extrahiert, die Säure durch Ammoniak 
abgestumpft und das Reagens von Schlesinger zu gleichen Teilen zugesetzt. 
Oder man fügt das Reagens zu dem wässerigen Auszug der frischen Fäzes. 

Nach A. Schmidt verreibt man 2—3 cm? große Brocken von frischen 
Fäzes in einer kleinen Porzellanschale mit wässeriger gesättigter Sublimat- 
lösung, bringt die Masse in ein Uhrschälchen, läßt bedeckt stehen und 
prüft am nächsten Tage makroskopisch und mikroskopisch. Grüne Teile 
zeigen die Gegenwart von Bilirubin an, während urobilinhaltige Bestand- 
teile sich rot färben. 

Zum Nachweis des Urobilinogens in den Fäzes verreibt man nach 
Neubauer °) die Fäzes zur Entfernung des Indols und Skatols sorgfältig 


') M. Nencki und A. Rotschy, Zur Kenntnis des Hämatoporphyrins und des 
Bilirubins. Monatshefte d. Chem. Bd. 10. S. 568 (1889). 

?) W. Schlesinger, Deutsche med. Wochenschr. Bd. 29. S. 561 (1903). 

°) Vgl. H. Thierfelder, Handbuch. 8. Aufl. S. 740. Neubauer, Sitzber. d. Ges. d. 
Morph. u. Phys. München. Juli 1903. 


. 
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mit Ligroin, zieht den Rückstand mit Alkohol aus, filtriert und fügt p-Di- 
methylaminobenzaldehyd (2°/,ige Lösung in 20°/, Salzsäure) hinzu. Die Lösung 
färbt sich sofort oder erst nach dem Kochen schön rot; spektroskopisch sieht 
man einen Streifen in Orange. 

Bei der quantitativen Bestimmung des Urobilins verfährt man nach 
G. Hoppe-Seyler!) wie folgt: 

100 cm* Urin werden mit verdünnter H,SO, angesäuert, mit Ammonsulfat gesättigt. 
Nach öfterem Umrühren und mehrstündigem Stehenlassen ausgeschiedene rote Flocken 
werden aufs Filter gebracht, mit konzentrierter Lösung von Ammonsulfat gewaschen, 
das Filter mit gleichen Teilen Alkohol und Chloroform in einem Kolben extrahiert. Diese 
Extrakte werden im Scheidetrichter mit Wasser versetzt, bis das Chloroform sich gut 
abscheidet und stehen gelassen, bis dieses ganz klar ist. Die Chloroformlösung wird dann 
durch ein kleines Filter filtriert, in gewogenem Becherglas auf dem Wasserbad langsam 
verdunstet, der Rückstand bei 100° getrocknet, mit etwas Äther extrahiert, filtriert, der 
Filterrückstand mit Alkohol wieder gelöst, wieder ins Becherglas gebracht, eingedampft, 
getrocknet, gewogen. 

Um das Urobilin neben Urobilinogen nachzuweisen, wird nach 
Saillet?2) 100 cm® frisch gelassener, im Dunkeln gehaltener Harn mit 
10 Tropfen Eisessig versetzt und mit dem gleichen Volumen Essigäther 
ausgeschüttelt. Der Essigäther wird mit wenig Wasser, das das vorhandene 
Urobilin aufnimmt, geschüttelt, das vorhandene Urobilinogen durch Stehen- 
lassen der Essigätherlösung im Sonnenlichte in Urobilin übergeführt und 
dieses wieder nach Zusatz von etwas Essigsäure in Wasser aufgenommen. 

In neuerer Zeit hat D. Charnas) eine Methode zur Darstellung und 
quantitativen Bestimmung des Urobilins und Urobilinogens angegeben, 
die an Exaktheit die früheren überragen dürfte. Das Prinzip der Methode 
ist das folgende: Der urobilinhaltige Harn wird vergoren, angesäuert, aus- 
geäthert, die Urobilinogenlösung, wenn nötig, durch Petroläther von bei- 
gemengtem Farbstoff befreit. Dann wird das Urobilinogen entweder 
direkt mit Hilfe der Zhrlichschen Reaktion quantitativ bestimmt oder 
durch Belichtung in Urobilin übergeführt, dieses durch Aussalzen gereinigt 
und zur Wägung gebracht. Die genauen Vorschriften sind die folgenden: 
500 oder 1000 em? des urobilinhaltigen frischen Harnes werden bis zum 
Eintritt der alkalischen Reaktion mit Ammoniumkarbonatlösung versetzt 
und 1—2 Tage lang im Brutofen belassen. Dann wird der Harn in einem 
sehr geräumigen, offenen Gefäße durch Zusatz einer gesättigten Weinsäure- 
lösung stark sauer gemacht, ein etwa ausfallender Niederschlag schnell 
abgesaugt und die Flüssigkeit mit dem 1!/,- bis 2fachen Volumen Äther 
ausgeschüttelt. Die Ätherschicht wird wiederholt mit einem kleinen Volumen 
Wasser gewaschen. Ist diese stark gefärbt, so wird das gleiche Volumen 


!) @. Hoppe-Seyler, Über die Ausscheidung des Urobilins in Krankheiten. Virchows 
Arch. Bd. 124. S. 30 (1891). 

°) l.e. nach Spaeth, Chemische und mikroskopische Untersuchungen des Harnes. 
3. Aufl. 1908. S. 465. 

?) D. Charnas, Über die Darstellung, das Verhalten und die quantitative Bestim- 
mung des reinen Urobilins und des Urobilinogens. Biochem, Zeitschr. Bd. 20. S. 401 (1909). 
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Petroläther hinzugefügt und der sich abscheidende Farbstoff durch wenig 
Wasser entfernt. In der nun nahezu farblosen ätherischen (bzw. äther- 
petrolätherischen) Urobilinogenlösung kann das Urobilin entweder spektro- 
photometrisch oder gewichtsanalytisch bestimmt werden. Im ersteren Falle 
wird die Lösung in einem Meßszylinder abgemessen und zur Ermittlung 
des Extinktionskoeffizienten wie folgt verfahren: 1 oder 2 cm® der ätherischen 
Lösung mischt man mit 0'2—0'5cm® einer kaltgesättieten ätherischen 
Lösung von Dimethylparaamidobenzaldehyd in einem 10 cm® fassenden mit 
eingeschliffenem Stöpsel versehenen Meßzylinder, man fügt 2—3 Tropfen 
mit trockenem Salzsäuregas gesättigten absoluten Alkohol hinzu und schüttelt 
2—3 Minuten kräftig. Dann wird sofort mit einer passenden Menge Alko- 
hol verdünnt, die Lösung in einen ca. 3cm® fassenden Schultzeschen Trog 
übertragen. Die Messung erfolgt im Bereich des dunkelsten Teiles des Ab- 
sorptionsstreifens (% 550—570). Die Berechnung erfolgt nach der Formel 
C=AE, wo E der Mittelwert des gefundenen Extinktionskoeffizienten, 
A=0000017 zu setzen ist; GC ist g-Urobilinogen in 1 cm? der ätherischen 
Lösung. Bei sehr geringem Urobilinogengehalt werden 10cm® der Äther- 
lösung im Meßzylinder mit 0'2—0'3 em3 der gesättigten Aldehydlösung und 
2—4 Tröpfchen der alkoholischen Salzsäure versetzt, zwei Minuten geschüttelt 
und eine passende Menge (mindestens 2cm?) hinzugefügt; der ganze Farb- 
stoff ist nun in der wässerigen Schicht enthalten. Das Verfahren gibt die 
Summe Urobilin + Urobilinogen, in Urobilin ausgedrückt; bei Weglassung 
des Gärungsvorganges gestattet es natürlich auch die isolierte Bestimmung 
des im Harne vorhandenen Urobilinogens. — Will man das Urobilin zur 
Wägung bringen, so fügt man zur ätherischen Urobilinogenlösung im 
Scheidetrichter etwa das gleiche Volumen reines Wasser und läßt einen 
Tag im direkten Sonnenlichte stehen. Die wässerige Urobilinlösung wird 
dann filtriert, mit reinstem Ammonsulfat in Substanz gesättigt, der Nie- 
derschlag auf einem dichten Filter gesammelt, lufttrocken und mit mög- 
lichst wenig absolutem Alkohol extrahiert, die filtrierte alkoholische Lösung 
über Phosphorpentoxyd im Vakuum bei Zimmertemperatur getrocknet und 
der trockene Urobilinrückstand zur Wägung gebracht. 

3. Urochrom. Der eigentliche Farbstoff des Harnes. 

Darstellung. 

1. Nach Garrod. 0 5—11!Harn werden in gelinder Wärme mit Ammon- 
sulfat gesättigt, das Filtrat mit absolutem Alkohol (2—3 Volumen absoluter 
Alkohol auf 10 Volumen salzgesättigtem Harn) versetzt. Den alkoholischen 
Auszug, der den Farbstoff enthält, gießt man in viel Wasser und sättigt 
wieder in gelinder Wärme mit Ammonsulfat, worauf sich die alkoholische 
Farbstofflösung wieder abscheidet. Um diese von Wasser und Ammonsulfat 
zu befreien, gießt man die Lösung auf festes Ammonsulfat und erwärmt 
schwach; von den sich so bildenden zwei Schichten nimmt die untere das 
meiste vorher in Lösung gewesenen Ammonsulfats auf. Die aufschwimmende 
Lösung wird unter zeitweiligem Zusatz von Ammoniak zur Trockene ver- 
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dunstet, der braune Rückstand ein- oder zweimal mit Essigäther gewaschen 
und einige Stunden in verschlossener Flasche unter absolutem Alkohol stehen 
gelassen. Ein in Alkohol unlöslich gewordener Rest kann durch Auflösen 
in Wasser weiter, wie oben angegeben, wieder verarbeitet werden. Der 
alkoholische Auszug wird bis zur Orangefärbung eingeengt, in etwas mehr 
als sein Volumen Äther gegossen, der dabei amorph ausfallende Farbstoff 
auf einem mit Äther befeuchteten Filter gesammelt, mit Chloroform und 
absolutem Alkohol gewaschen. 

2. Nach H. Hohlweg‘) wird normaler Menschenharn mit Kalkmilch 
alkalisch gemacht, mit Chlorcaleium völlig ausgefällt, das Filtrat mit Salz- 
säure neutralisiert, im Vakuum zum Sirup eingeengt, der Sirup mit dem 
gleichen Volumen Wasser verdünnt, mit Tierkohle mehrere Stunden ge- 
schüttelt, die auf einem Filter gesammelte Kohle mit heißem Wasser bis 
zur Chlorfreiheit gewaschen, auf Tonteller bei 40° getrocknet, mit Eisessig 
geschüttelt. Aus der Eisessiglösung wird der Farbstoff durch das zehnfache 
Volumen Äther gefällt. Der so gewonnene harzige Körper wird bei 40° 
getrocknet. Zur Extraktion des Farbstoffes aus der Kohle ist auch Methyl- 
alkohol brauchbar. Nach K. E. Salomonsen wird statt des Schüttelns mit 
Tierkohle der eingeengte Harn durch in ca. Dem breiten und 50 cm langen 
Glasröhren befindliche Tierkohle in langsamem Strome filtriert; die ge- 
trocknete Tierkohle dann in ähnlicher Weise durch einen langsamen Strom 
von Eisessig extrahiert, der Auszug im Vakuum bei 35—40° eingeengt, 
mit Äther gefällt. 

Zur Isolierung aus dem Harn verfuhr St. Dombrowski2) wie folgt: 

Der Harn wird behufs Entfernung der Schwefelsäure, der Phosphor- 
säure sowie der Harnsäure mit einer ammoniakalischen Lösung von Barium- 
und Caleiumacetat gefällt (zu 10 2 Harn wird eine Lösung von 86 g Caleium- 
acetat, 53 g Bariumacetat und 43 cm3 21°/,ige NH, zugefügt); nach mehr- 
stündigem Stehen enthält die Harnflüssigkeit weder Schwefel- noch Phos- 
phorsäure und ist beinahe frei von Harnsäure. Nach Neutralisation des 
überschüssigen Ammoniaks mit Essigsäure wird das Filtrat mit einer Lösung 
von Kupferacetat versetzt, deren sauere Reaktion vorher mit Ammoniak 
abgestumpft war. Der bald entstehende amorphe, grünlichgraue Nieder- 
schlag wird nach 24 Stunden auf einem Büchnerschen Filter gesammelt, 
sorgfältig mit Wasser ausgewaschen, in Wasser zerteilt und bei einer Tem- 
peratur von 50° mit Schwefelwasserstoff zerlegt. Nach Vertreibung des 
Schwefelwasserstoffes im Vakuum in einer CO,-Atmosphäre unter gelindem 


!) H. Hohliweg, Zur Kenntnis des Urochroms. Biochem. Zeitschr. Bd. 13. S. 199 
(1908). — K. E. Salomonsen, Ebenda. S. 205; vgl. ferner: W. Kramm, Über ein neues 
Lösungsmittel der Harnfarbstoffe. Deutsche med. Wochenschr. S. 25 und 42 (1896); vgl. 
hierzu St. Dombrowski, Über das Uromelanin, das Abbauprodukt des Harnstoffs. Zeitschr. 
f. physiol. Chem. Bd. 62. S. 358 (1909). — Über die Darstellung vgl. Thudichum, Brit. 
med. Journ. Jg. 1864. II. p. 509; Journ. f. prakt. Chem. Bd. 104. S. 2577. 

?) St. Dombrowski, Über die chemische Natur des spezifischen Farbstoffs des 
Harns. Zeitschr. f. physiol. Chem. Bd. 54. S. 188 (1907/8). 
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Erwärmen wird die gelblichrote Flüssigkeit mit einem kleinen Überschuß 
einer Barytlösung versetzt. Der dabei entstandene gelbe, flockige Nieder- 
schlag wird abfiltriert, der Barytüberschuß im Filtrat wird sofort mit Kohlen- 
säure entfernt, die Flüssigkeit im Vakuum konzentriert und aus dem er- 
haltenen Sirup das Bariumurochromsalz mit starkem Alkohol in Form von 
amorphen Flocken gefällt. 


Über eine quantitative Bestimmung des Urochroms vgl. J. Browinski und St. 
Dombrowski.') 


Für eine Schätzung des Harnfarbstoffes bzw. des Urochroms hat 
@. Klemperer :) das folgende Verfahren vorgeschlagen. Der Harn wird mit 
Tierkohle bis zur Farblosigkeit behandelt, die Tierkohle mit Wasser ge- 
waschen, wobei nur Indikan gelöst wird, getrocknet und mit Alkohol aus- 
gezogen. Das alkoholische Extrakt wird nach Garrod weiter behandelt, in- 
dem man den Alkohol im Vakuum bei 40° abdestilliert, den Rückstand 
mit Wasser aufnimmt, wiederholt mit Ammonsulfat sättigt, wieder mit 
Alkohol auszieht, im Vakuum eindampft und nach der Konzentration das 
Urochrom mit Äther fällt. Die wässerigen Lösungen des Urochroms werden 
zur Bestimmung seiner Menge mit Lösungen von Echtgelb G verglichen. 
01 g dieses Farbstoffes wird in 12 Wasser gelöst und 5cm® davon auf 
90 cm® gebracht; die hellgelbe Färbung entspricht der von einer O’1°/,igen 
Urochromlösung hervorgerufenen Farbentönung. 


4. Urorosein.®) 


Entsteht aus dem Chromogen Indolessigsäure *) auf Zusatz von 
starker Salzsäure und ganz verdünnter Kaliumnitritlösung. 

Das Chromogen wird nach Staal?) aus dem normalen Harn in fol- 
gender Weise isoliert: der Harn wird mit Ammonsulfat gesättigt, nachdem 
alle färbbaren Substanzen (Urobilin, Uroerythrin, Gallenfarbstoff, Hämato- 
porphyrin) niedergeschlagen sind, filtriert. Das Filtrat wird auf dem Wasser- 
bad eingeengt und nach dem Erkalten vom ausgeschiedenen Ammonsulfat 
abgegossen. Der Harn wird mit etwas Essigsäure angesäuert, im Scheide- 
trichter mit Essigäther ausgeschüttelt, in welchen die Chromogene des 


1) J. Browinski und St. Dombrowski, Sur une methode de dosage de la matiere 
eolorante fondamentale des urines. Journ. Phys. Path. gen. T. 10. p. 819 (1908). — Über 
Eigenschaften und Natur des Urochroms vgl. St. Dombrowski, Zeitschr. f. physiol. Chem. 
Bd. 54. S. 188 (1907). — Vgl.auch H. Liebermann, Über stickstoff- und schwefelhaltige 
Säuren im Menschenharn. Ebenda. Bd. 52. S. 128 (1907). 

?) @. Klemperer, Die Messung des Harnfarbstoffs und ihre diagnostische Ver- 
wertbarkeit. Berl. klin. Wochenschr. Bd. 40. S. 313 (1903). 

°) M. Nencki und N. Sieber, Über das Urorosein, einen neuen Harnfarbstoff. 
Journ f. prakt. Chem. Bd. 26. S. 333 (1882). 

#) Herter, The relation of nitrifyingbacteria to the urorosein reaction of Nencki 
and Sieber. Journ. Bioch. Chem. Vol. 4. p. 238 (1908); On indolacetie acid as the chromo- 
gen of the „urorosein“ of the urine. Ebenda. p. 253; vgl. auch L. C. Maillard, Über 
das Chromogen des Skatolrotes. Zeitschr. f. physiol. Chem. Bd. 46. S. 515 (1906). 

5) J. Ph. Staal, Über das Chromogen des sogenannten Skatolrotes im normalen 
Menschenharn. Zeitschr. f. physiol. Chem. Bd. 46. S. 236 (1905). 
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Indigrotes und des Uroroseins übergehen. Der Essigäther wird durch 
Ausschütteln mit Wasser von Indikan befreit; man setzt das Auswaschen 
so lange fort, bis das Wasser mit Isatinsalzsäure nicht mehr reagiert. Darauf 
wird dem Essigäther das Chromosen des Uroroseins durch' Ausschütteln 
mit Kalilauge entzogen und die alkalische Lösung zum Aufbewahren mit 
Essigsäure neutralisiert. Aus dem Essigätherextrakt läßt sich eine Magne- 
siumverbindung darstellen. 

Nachweis.!) Nach Zusatz einer Säure (Salzsäure, Phosphorsäure, 
Schwefelsäure, schneller bei Salpetersäure) tritt Urorosein im Harn in der 
Kälte nach einigen Minuten (bei 70° schneller) auf. Am schnellsten entsteht 
das Urorosein beim Versetzen des Harnes mit Salzsäure und sehr wenig 
Chlorwasser oder Chlorkalk. Frei werdendes Indigo schüttelt man mit Chlo- 
roform aus, worin das Urorosein unlöslich ist. Der Farbstoff wird mit 
Amylalkohol extrahiert, der amylalkoholische Extrakt mit verdünnter Kali- 
lauge oder mit Ammoniak geschüttelt. Der schwach gelbe amylalkoholische 
Auszug wird mit Salzsäure angesäuert, worauf die rote Farbe wieder 
zurückkehrt. 

Darstellung des Uroroseins nach Rosin. Der Harn wird mit 
Bleizucker in Überschuß versetzt, das Filtrat mit NH, in Überschuß; es 
wird filtriert. Beide Niederschläge werden vereinigt, bei ca. 70° im Trocken- 
schrank getrocknet und so oft mit absolutem Alkohol ausgezogen, bis 
Proben nach Zusatz von HÜl und einer Spur von Chlorwasser oder Chlor- 
kalklösung sich noch rot färben. Die vereinigten Alkoholauszüge werden mit 
H,;S entbleit, filtriert, auf dem Wasserbad konzentriert. Man fällt in Frak- 
tionen mit Äther. Zum Schluß verdunstet man die alkoholisch-ätherische 
Lösung auf dem Wasserbade, entfernt die Phenolkörper durch Extraktion 
des Rückstandes mit Äther, den Rückstand löst man in sehr wenige Alkohol 
und versetzt bis zur beeinnenden Trübung (8—-10fache Menge) mit Äther. 
Das Chromogen des Harnrosas kristallisiert in farblosen Nadeln aus. Ist 
leicht löslich in Wasser und Alkohol, unlöslich in Äther und Chloroform. 

5. Uroerythrin (Purpurin).?) 

Bedingt die rote Farbe des Uratsedimentes. 

Zur Darstellung sammelt man das Uratsediment auf einem Filter, 
löst es in Wasser unter mäßigem Erwärmen, fällt den Farbstoff aus der 
warmen wässerigen Lösung durch Sättigung mit Chlorammonium und wäscht 
den Niederschlag zur Entfernung des Urobilins mit gesättigter Ammon- 


') H. Rosin, Ein Beitrag zur Lehre von den Harnfarbstoffen. (Über das soge- 
nannte Urorosein, Harnrosa.) Deutsche med. Wochenschr. Jg. 1893. S. 51. — Bezüglich 
Urorosein vgl. auch V. Arnold, Über das Vorkommen eines dem Urorosein nahestehen- 
den Farbstoffes in gewissen pathologischen Harnen. Zeitschr. f. physiol. Chem. Bd. 61. 
S. 240 (1909); ferner A. Ellinger und A. Flamand, Eine neue Farbstoffklasse von bio- 
chemischer Bedeutung. Ebenda. Bd. 62. S. 276 (1909). Vgl. auch Bd. 2 dieses Werkes, 
S. 741 und 754. 

°?) A. E. Garrod, A contribution to the study of uroerythrin. Journ. of .Phys. 
Vol. 17. p. 439 (1894/5). 
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chloridlösung. Filter und Niederschlag digeriert man im Dunkeln mit war- 
mem Alkohol, filtriert, verdünnt die Alkohollösung mit dem doppelten Vo- 
lumen Wasser und schüttelt zur Entfernung des Hämatoporphyrins mehr- 
mals mit Chloroform aus. Fügt man zur Farbstofflösung einen Tropfen 
Essigsäure und schüttelt wieder mit Chloroform, so nimmt dieses das Uro- 
erythrin auf. Man wäscht die Chloroformlösung mit Wasser und läßt das 
Chloroform im Dunkeln bei mäßiger Temperatur verdunsten. 


Zum Nachweis dienen folgende Eigenschaften: 


Eine verdünnte alkoholische (oder amylalkoholische) Lösung zeigt 
eine rosa Farbe, die durch Licht schnell verblaßt; die Lösung fluoresziert 
auch nach Zusatz von Chlorzink und Ammoniak nicht; zeigt im Spektrum 
ein breites Doppelband zwischen D und E bis F. Bei der Lösung des 
reinen Farbstoffs bewirken konzentrierte Schwefelsäure eine karminrote, 
fixe Alkalien über Purpur und Blau schnell grün werdende Färbung. 

Uroerythrinreicher Harn zeigt eine mattorangerote Färbung. 


6. Hämatoporphyrin.') 


Nachweis im Harn. 


Eine kleine Menge (30—50 cm®) Harn wird mit einer Barytmi- 
schung (gleiche Volumina kalt gesättigter Barytlösung und 10°/,iger Barium- 
chloridlösung) vollständig ausgefällt, der abfiltrierte Niederschlag mehrere- 
mal mit Wasser, dann einmal mit absolutem Alkohol gewaschen, in einer 
Reibschale mit wenig absolutem Alkohol und 6—8 Tropfen Salzsäure zu 
einem dünnen Brei verrieben; man filtriert nach gelindem Erwärmen auf 
dem Wasserbad durch ein trockenes Filter und wäscht, wenn nötig, mit wenigen 
Kubikzentimetern absolutem Alkohol nach. Es ist zweckmäßig, nicht mehr 
wie 8&—10 cm? Alkoholauszug herzustellen. Bei Gegenwart von Hämato- 
porphyrin im Harn ist der Alkoholauszug rot gefärbt. Man prüft das Fil- 
trat spektroskopisch. Das Spektrum zeigt in saurer Lösung einen Streifen 
vor D und einen zweiten breiten Streifen zwischen D und E. In ammoniaka- 
lischer Lösung sind vom roten bis zum violetten 'Ende des Spektrums vier 
Streifen. 

Bei einem noch geringeren Gehalt an Hämatoporphyrin geht man 
zweckmäßig vom Bleiniederschlag aus. Der Harn wird mit basischem Blei- 
acetat völlig ausgefällt, der Niederschlag abfiltriert, mehrmals mit Wasser, 
einmal mit Alkohol gewaschen, dann mit starkem salzsäurehaltigem Alkohol 
in der Reibschale verrieben, nach einigen Stunden filtriert. Das dunkel- 
gefärbte Filtrat, ca. 30 cm®, wird mit Ammoniak neutralisiert, dann mit 
alkalischer Barytlösung vollständig ausgefällt und der Niederschlag wie 
oben behandelt. 


1) E. Salkowski, Über Vorkommen und Nachweis des Hämatoporphyrins im Harn. 
Zeitschr. f. physiol. Chem. Bd. 15. S. 286 (1891). 
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Bei dem Nachweis des Hämatoporphyrins nach Garrod') wird der Harn 
(150— 300 cm? pathologischer, 200—1000 cm® normaler Harn) mit Kali- oder 
Natronlauge (auf 100 em® Harn 20 cm® 10°/,ige Lauge) versetzt, (ist der 
Phosphatniederschlag gering [vorher prüfen], so wird er mit etwas in essig- 
saurem Wasser gelöstem Caleiumphosphat versetzt), der Phosphatnieder- 
schlag, der den Farbstoff mitreißt, mit Wasser gewaschen, mit säurehaltigem 
Alkohol behandelt und die alkoholische Lösung spektroskopisch untersucht. 
Dann fügt man Ammoniak zu, bis eine neuerliche Phosphatfällung auftritt, 
säuert bis zur Lösung mit Essigsäure an und extrahiert das Hämato- 
porphyrin mit Chloroform aus. Das Chloroform zeigt das Spektrum des 
„alkalischen Hämatoporphyrins“. 


') A. E. Garrod, On the oceurrence and detection of haematoporphyrin in the 
urine. Journ. of Phys. Vol. 13. p. 603 (1892); Haematoporphyrin in normal urine. Ebenda. 
Vol. 17. p. 349 (1894/5); vgl. auch 0. Hammarsten, Skand. Arch. Bd. 3. S. 322 (1892) und 
Neubauer-Vogel, S. 557—581. 


Die Darstellung organischer Basen aus Harn. 


Von Fr. Kutscher, Marburg. 


Es ist mir die Aufgabe zugefallen, die Methoden zur Darstellung der 
organischen Harnbasen zu schildern, mit Ausnahme der zur Gewinnung 
des Kreatinins und der Purinbasen benutzten. 

Die ersten Forschungen nach eigenartigen Harnbasen wurden wohl 
von Selmi*) 1880 im Anschluß an seine ausgedehnten Arbeiten über Leichen- 
alkaloide angestellt. Es gelang ihm in der Tat, aus pathologischen, alkalisch 
gemachten Harnen durch Extraktion mit Alkohol und Ausschütteln mit 
Äther basische Substanzen zu gewinnen, die eine Reihe Alkaloidreaktionen 
gaben, zum Teil giftig wirkten und nicht mit Mono-, Di- oder Trimethyl- 
amin identisch waren. Selmi nannte die von ihm isolierten Körper Patho- 
amine. 

Aber erst die Untersuchungen von Bouchard 2) über die toxische Wir- 
kung des Harns haben den Anstoß zu zahlreichen Arbeiten gegeben, die 
sich mit den toxischen Bestandteilen des Harns beschäftigten. Man ging 
dabei von der Voraussetzung aus, daß die die Giftigkeit des Harns bedin- 
genden Körper basische, den Pflanzenalkaloiden ähnliche sein müßten. Zu 
ihrer Darstellung benutzte man deshalb hauptsächlich Verfahren, die sich 
eng den bei der Ausmittelung von Pflanzenalkaloiden gebräuchlichen an- 
schlossen. Namentlich ist von Zuff3) und Griffiths®) eine derartige Methode 


!) Selmi, Anormale und zum Teil giftige Produkte pathologischer Harne, be- 
trachtet in Beziehung zur Toxikologie und zur ärztlichen Diagnose. Annali di Chim. e 
di Farmacol. Vol. 8. p. 3. Jg. 1888. Selmi hatte seine Abhandlung am 16. Dezember 1880 
der Accad. d. Scienze di Bologna vorgelegt. Dieselbe wurde dann 1888 gedruckt. 

?) Bouchard, Experimentelle Untersuchungen über die Giftigkeit des normalen 
Harns. Compt.rend. de la Soc. d. Biol. Jg. 1884. p. 665; Über die normal im Organismus 
existierenden Gifte und besonders über die Giftigkeit des Harns. Compt. rend. T. 102. 
p. 727; Einfluß der Abstinenz, der Muskelarbeit und der komprimierten Luft auf die 
Schwankungen der Giftigkeit des Harns. Compt. rend. T. 102. p. 1127. Jg. 1886. Siehe 
hierzu auch die Arbeiten von B. Bocei, Über giftige Wirkungen des menschlichen Harns. 
Zentralbl. f.d.med. Wissensch. Jg. 1882. p. 929. Weiter: @. Pouchet, Untersuchungen über 
Ptomaine und analoge Verbindungen. Compt. rend. T. 97. p. 1540. Jg. 1884. 

®) A. T. Luff, Eine neue Methode zur Extraktion von Ptomainen. London 1888. — 
Griffiths, Ein aus Urin in einem Fall infektiöser Krankheit ausgezogenes Ptomain. 
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zur Gewinnung von Harnbasen ausgearbeitet worden. Sie lehnt sich dem 
bekannten Verfahren von Stas-Otto an. Mit Hilfe dieser Methode hat 
Griffiths aus pathologischen Harnen eine große Anzahl verschiedener Basen 
isolieren können. Die Angaben von Griffiths sind allerdings zum Teil nicht 
bestätigt worden, aber Albu'), der den bei verschiedenen Krankheiten ab- 
gesonderten Harn nach den von Stas-Otto und Luff-Griffiths beschriebenen 
Methoden sehr sorgfältig untersucht hat, konnte damit doch in der Tat 
toxische Körper von basischen Eigenschaften gewinnen. 

Das Verfahren von Zuf-Griffiths gestaltet sich mit den von Albu 
angegebenen Modifikationen folgendermaßen: 

Wenigstens &—10/ Harn werden, nachdem sie mit kohlensaurem 
Natron stark alkalisch gemacht sind, mit dem halben Volum Äther aus- 
geschüttelt. Schon eine einmalige Extraktion genügt nach Albu!), um die 
ätherlöslichen Basen in den Äther überzuführen. Man läßt absitzen, trennt 
die ätherische Schicht ab und entzieht ihr durch Schütteln mit 5°/,igem 
weinsauren Wasser das Alkaloid. Die wässerige weinsaure Lösung scheidet 
man vom Äther, vertreibt aus ihr den aufgenommenen Äther, macht sie 
wieder mit Natriumkarbonat alkalisch und entzieht ihr die in Freiheit ge- 
setzten Basen durch Schütteln mit dem halben Volum Äther. Den Äther trennt 
man von der wässerigen Flüssigkeit, läßt ihn verdunsten und trocknet den 
Rückstand über Schwefelsäure. Die Basen bleiben kristallinisch zurück oder 
sind durch Umkristallisation aus Alkohol leicht rein zu erhalten. Durch 
Einengen des Harns vor der Ätherextraktion konnte die Ausbeute an Basen 
nicht gesteigert werden. 

Die Methode ist natürlich nur auf die Darstellung ätherlöslicher Basen 
beschränkt, die Ausbeute scheint aber stets eine sehr geringe zu sein. 
Albw!) macht darüber folgende Angaben: (I) 352 Harn von Diphtherie- 
kranken gaben 29 mg Substanz, (II) 4252 Harn von Scharlachkranken lie- 
ferten 15’4 mg Substanz, (III) 652 Harn eines Erysipelkranken gaben 247 mg, 
(IV) 82 Harn eines Pneumonikers gaben 36 mg. Mit positivem Erfolg 
untersuchte Albu!) nach dieser Methode den Harn von Leuten, die 
an Scharlach, Masern, Pneumonie, Diphtherie, Phthisis pulmonum, Sepsis, 
Erysipel, Morbus Basedowii, Tetanie, perniziöser Anämie, Autointoxikation, 
Urämie, Coma diabeticum erkrankt waren. Dagegen ließ sich kein Alkaloid 
im Harn von Gesunden, bei Typhus abdominalis, puerperaler Sepsis, akutem 
Gelenkrheumatismus, Cholera, Eklampsie, Magenkarzinom, Tabes, Morbus 
Addisoni, Erythema nodosum nachweisen. Zur Analyse reichte sein Material 
in keinem Falle. 

Weit erfolgreicher hatte Griffiths selbst gearbeitet. Er stellte aus 
dem Harn bei verschiedenen Krankheiten 15 organische Basen in solcher 


Chem. news. Vol. 61. p. 87. Jg. 1890; ferner: Ptomaine aus dem Urin in einigen Infek- 
tionskrankheiten. Compt. rend. T. 113. p. 656. Jg. 1891. 

!) Albu, Über die Darstellung von Toxinen aus dem Harn bei akuten Infektions- 
krankheiten ; ferner: Über die Ausscheidung toxischer Substanzen bei akuten. und 
chronischen Krankheiten. Berliner klin. Wochenschr. Bd. 31. S.8 u. 1081. Jg. 1894. 


Stoffwechselendprodukte: Die Darstellung organischer Basen aus Harn. 865 


Menge dar, daß er ihre empirische Formel ermitteln, ihr Verhalten gegen 
die gebräuchlichen Alkaloidreagenzien festlegen und ihre Wirkung auf das 
Tier proben konnte. Da jedoch die Angaben von Grifiths durch die sorg- 
fältige Nachprüfung von Albu') eine starke Einschränkung erfahren haben, 
begnüge ich mich damit, die Formel der von Griffiths entdeckten Basen 
wiederzugeben: 

1. C,H,, N; O, gefunden bei Bräune und Parotitis (Compt. rend. 
T.113, p. 656; C Kö news. Vol. 61, p. 87). 

2. C,H, NO, gefunden bei Scharlach (Compt. rend. T. 113, p. 656). 

3. C,,H,- N; O, gefunden bei Diphtherie (Compt. rend. T. 113, p. 656). 

4. C,H,N,O (Glykocyamidin ?) gefunden bei Masern (Compt. rend. 
T. 114, p. 497). 

5. C,H,, NO, gefunden bei Tussis convulsiva (Compt. rend. T. 114, 
p. 496). 

6. C,; HN» 0, gefunden bei Rotz (Compt. rend. T.114, p. 1382). 

% 07 Hu. O, gefunden bei Pneumonie (Compt. rend. T. 114, p. 1382). 

. Cs H,, N; O, gefunden bei Epilepsie (Compt. rend. T. 115, p. 155). 
9. C.H.NO gefunden bei Puerperalfieber (Compt. rend. T. 115, 

p- 668). 

10. C,,H,;NO, gefunden bei Erysipel (Compt. rend. T. 115, p. 667; 
Bull. de la Soc. chim. [3.] T.7, p. 250). 


11. C,H,, NO gefunden bei Ekzem (Compt. rend. T.116, p. 1205). 

12. C,H, NO, gefunden bei Influenza (Compt. rend. T. 117, p. 744). 

13. C,H, NO ae bei Karzinom (Compt. rend. T.118, p. 1550). 

14. C, H, N, . gefunden bei Pleuritis (Chem. news. Vol. 70, p. 199). 

IV, H NO, rare bei Angina pectoris (Compt. rend. T. 120, 
p- 1128). 


Der normale Harn von Menschen und Tieren war frei von äther- 
löslichen Basen. 

Durch die Untersuchungen von Albw!) erreichten die Forschungen 
nach ätherlöslichen Harnalkaloiden einen gewissen Abschluß, denn seither 
hat man ausgedehntere Versuche in dieser Richtung nicht mehr angestellt. 
Es ist außerordentlich zu bedauern, daß man dieses Gebiet der Harnunter- 
suchung so lange hat brach liegen lassen, da die Körper, die Griffiths und 
Albu in der Hand gehabt haben, sicher das größte Interesse beanspruchen. 

Nachdem das Verfahren von Brieger?) zur Darstellung der Fäulnis- 
alkaloide bekannt geworden war, wurde es sinngemäß verändert auch auf 
den Harn gewandt. 

2. Verfahren nach Brieger. Größere Mengen Harn (nicht unter 10 /) 
werden mit Salzsäure schwach angesäuert und bei mäßiger Wärme zum 

1) Albu, Über die Darstellung von Toxiven aus dem Harn bei akuten Infektions- 
krankheiten ; ferner: Über die Ausscheidung toxischer Substanzen bei akuten und 
chronischen Krankheiten. Berliner klin. Wochenschr. Bd. 31. S.8 u. 1081. Jg. 1894. 

2) Brieger, Die Ptomaine. Berlin 1885/1886. 3 Teile. Berlin. Verlag August 
Hirschwald. 
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Sirup eingedampft. Den Sirup zieht man mit Alkohol aus, verdunstet den 
Alkohol und nimmt den aus der alkoholischen Lösung verbliebenen Rück- 
stand nochmals mit Alkohol auf. Die neue klar filtrierte Lösung wird mit 
gesättigter, alkoholischer Sublimatlösung gefällt. Die Fällung wird abge- 
saugt, mit alkoholischer Sublimatlösung gewaschen, in heißem Wasser ge- 
löst und mit Schwefelwasserstoff zersetzt. Das Filtrat vom Schwefelqueck- 
silber liefert beim Einengen die Chlorhydrate der Basen. Dieselben sind 
eventuell durch Umfällung mit Phosphorwolframsäure oder Phosphormolybdän- 
säure zu reinigen. 

Mit Hilfe dieses Verfahrens hat Albw!) bei einem Fall von Tetanie 
0:5 g eines weißen Chlorhydrates gewonnen, welches schön kristallisierende 
Gold- und Platinsalze lieferte sowie die meisten Alkaloidreaktionen gab. 

Ewald?) und Jacobsohn haben sich des gleichen Verfahrens bedient. 
Sie erhielten damit in einem Fall von Morbus Addisonii aus dem Harn 
eine Base, die ein gut kristallisierendes, einheitliches, in Wasser schwer 
lösliches Pikrat gab. Für das Pikrat ließ sich die Formel 


C,H,NO,. C,H; (NO,),.OH 


berechnen. Nähere Angaben über die Eigenschaften des Pikrats fehlen. 

Bezüglich des Briegerschen Verfahrens habe ich einige Erfahrungen 
sammeln können, über die ich hier berichten möchte. Von Herrn Arnt 
Kohlrausch®) sind auf meine Veranlassung Untersuchungen über das Ver- 
halten von Betain, Methylpyridylammoniumhydroxyd und Trigonellin im 
tierischen Organismus angestellt worden. Die Chloride der drei genannten 
Basen sind durch alkoholische Sublimatlösung fällbar. Es sollte namentlich 
festgestellt werden, ob die verfütterten Basen mit dem Harne wieder aus- 
geschieden werden. Zu diesem Zwecke wurde der durch Kieseleur abge- 
saugte Harn mit Salzsäure angesäuert, zum Sirup eingeengt und der Rück- 
stand beim Betain- sowie Trigonellinharn zunächst mit Methylalkohol auf- 
genommen, da die Chloride des Betains und Trigonellins in Äthylalkohol 
schwer löslich sind. Die methylalkoholische Lösung wurde filtriert, der Methyl- 
alkohol verdunstet, der Rückstand mit Äthylalkohol aufgenommen, die 
äthylalkoholische Lösung auf dem Wasserbade zum Sieden erhitzt, dann 
durch Eintragen von festem, feingepulvertem Sublimat mit diesem Fällungs- 
mittel gesättigt. Das Ganze blieb einige Tage in der Wärme, dann in der 
Kälte stehen. Die ausgeschiedenen Sublimatverbindungen wurden abgesaugt, 
mit alkoholischer Sublimatlösung gewaschen, in Wasser gelöst und mit 
Schwefelwasserstoff zerlegt. Die so gewonnenen Chloride wurden mit Tier- 
kohle „Merck“ entfärbt. Nach einer weiteren Reinigung mit Methyl- resp. 

3 Albu, ]. c. 

?) Ewald und Jacobsohn, Über ptomainartige Körper im Harn bei chronischen 
Krankheitsprozessen. Berliner klin. Wochenschr. Bd. 31. S. 25. Jg. 1894. 

°) A. Kohlrausch, Das Verhalten einiger physiologisch wichtiger Substanzen im 


tierischen Organismus. Sitzungsberichte d. Ges. z. Bef. d. ges. Naturwissenschaften. S. 169 
Marburg 1908. 
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Äthylalkohol lieferten sie dann ohne weiteres die schwer löslichen, gut 
kristallisierenden Goldverbindungen. Auf diese Weise konnte Herr Kohl- 
rausch den Nachweis führen, daß das Betain auch den Organismus des 
Kaninchens zum Teil unzersetzt passiert, während man bisher annahm, 
daß der Pflanzenfresser verfüttertes Betain ganz zerstört. Also die Methode 
hatte sich ‘in diesen Versuchen gut bewährt, aber unter zwei Bedingungen. 
Zunächst ist es für das Gelingen des Versuches absolut notwendig, dab 
die alkoholische, zu fällende Flüssigkeit mit Sublimat gesättiet wird und 
zweitens dürfen die gesuchten Basen nicht zu sehr gegen die anderen 
Harnbestandteile zurücktreten. Solange nämlich Herr Kohlrausch mit 
kleinen Versuchstieren (Katzen, Hunden) arbeitete, die für ihre Körper- 
größe beträchtliche Dosen der oben genannten Basen erhalten hatten, 
arbeitete die Methode ganz nach Wunsch. Als er aber die Versuche auch 
am Menschen anstellte, der auf die Gewichtseinheit viel weniger an Betain etc. 
erhielt, versagte das Verfahren. Die schwer löslichen Sublimatverbindungen 
des Betains etc. schlugen sich hier nicht nieder, sie wurden durch die 
anderen Harnbestandteile in Lösung gehalten. 

Danach ist das sonst so brauchbare Briegersche Verfahren zum 
Aufsuchen von Harnbasen mit Vorsicht zu verwenden und ein Erfolg nur 
unter günstigen Umständen zu erwarten. Fahndet man mit ihm auf bisher 
unbekannte Harnbasen. so hat man außerdem stets damit zu rechnen, 
daß ein großer Teil der organischen Basen sich überhaupt nicht in 
wässeriger oder alkoholischer salzsaurer Lösung mit Sublimat zu schwer 
löslichen Verbindungen vereinigen wird. So sehen wir denn auch, dal) zum 
Nachweis des Tetra- und Pentamethylendiamins zweier Basen, die uns 
recht eigentlich durch die Briegersche Methode zuerst zugänglich geworden 
sind, das Verfahren von Baumann und Udränsky gewählt wird, wenn wir 
die beiden Diamine aus dem Harn darstellen sollen. 

Verfahren von Baumann!) und Udränsky. Dasselbe besteht in 
der Überführung der beiden Diamine in die Benzoylverbindungen. Dazu 
werden 1500 cem® Harn mit 200 cm® Natronlauge von 10°/, sowie 20—25 em? 
Benzoylchlorid versetzt und geschüttelt, bis der Geruch nach Benzoylchlorid 
verschwunden ist. Die Benzoesäureäther der Diamine scheiden sich als 
gelbliche, undeutlich kristallinische Niederschläge neben Phosphaten sowie 
den Benzoylverbindungen der normalen Kohlehydrate ab. Nach mehrtägigem 
Stehen werden dieselben abfiltriert, mit Wasser gewaschen, bis dasselbe 
klar abläuft, in Alkohol gelöst und die Lösung nach dem Einengen auf ein 
kleines Volumen in die 30fache Menge Wasser gegossen. Die sich allmäh- 
lich ausscheidende Kristallisation wird nach mehrtägigem Stehen abfiltriert, 
mit Wasser gewaschen, bis dasselbe klar abläuft. Die milchige Trübung, 
die man an der Mutterlauge und dem ersten Waschwasser beobachten 
kann, ist durch die Benzoylverbindungen der Kohlehydrate verursacht. 


1) Baumann und L.v. Udränsky, Über das Vorkommen von Diaminen, sogenannten 
Ptomainen, bei Cystinurie. Zeitschr. f. physiol. Chem. Bd. 13. S. 564. Jg. 1889. 
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Die auf dem Filter gebliebenen Kristalle werden wieder in möglichst wenig 
Alkohol gelöst. Aus der Lösung scheidet man sie durch Verdünnen mit 
Wasser ab. Durch eine Schmelzpunktbestimmung wird festgestellt, ob die 
ausgefallenen Kristalle nur aus Dibenzoylputresein resp. Dibenzoylkadaverin 
bestehen oder ob ein Gemenge der beiden Benzoylverbindungen vorliegt. 
Ist dieses der Fall, so werden die Kristalle nochmals mit möglichst wenig 
warmem Alkohol aufgenommen und in die 20fache Menge Äther eingegossen, 
aus welchem die Benzoylverbindung des Putreseins beim Abkühlen aus- 
kristallisiert (Schmp. 176°), während diejenige des Kadaverins in Lösung 
bleibt und erst nach dem Verdunsten des Äthers in Kristallen gewonnen 
wird (Schmp. 130°). Die Trennung der beiden Verbindungen läßt sich so 
fast ohne Verlust bewirken. 

Da die Löslichkeit der Benzoylverbindungen in Wasser eine sehr 
geringe ist, scheidet man die beiden Diamine nach der Methode von Bau- 
mann und Udrdansky bereits im ‚'ersten Niederschlag fast vollständig ab. 
Um aber auch die in Lösung gebliebenen Reste noch aus dem Harn zu 
erhalten, säuert man den Harn stark mit Schwefelsäure an und schüttelt 
ihn mehrfach mit Äther aus. Der Äther wird verdunstet, der Rückstand 
mit Natronlauge alkalisch gemacht und zur Kristallisation in die Kälte 
gestellt. Nach 24 Stunden saugt man die ausgeschiedenen Kristalle ab, 
wäscht sie mit kaltem Wasser, löst die zurückbleibenden Benzoyldiamine 
in wenig Alkohol, scheidet sie daraus durch viel Wasser ab und vereinigt 
sie mit der Hauptmenge. 

Lösten Baumann und v. Udränsky!) einen Teil Putrescin in 10.000 
Teilen Harn, so vermochten sie mit dieser Methode noch 60°/, der Base 
wiederzugewinnen. Für die Darstellung der beiden Diamine eignet sich 
die Methode von Baumann und v. Udränsky danach ausgezeichnet, die 
anderen Harnbasen verhalten sich ihr gegenüber aber recht spröde. Albu 2) 
erhielt bei seinem Suchen nach Harnbasen mit der gleichen Methode niemals 
einen positiven Befund, wenn er überhaupt einen kristallinischen Rück- 
stand erhielt, erwies er sich als Benzamid. Weiter arbeiteten Kerry und 
Kobler:) in der gleichen Weise wie Baumann. Von ihnen wurde der Harn 
bei Pneumonie, Pyämie, Typhus, Tuberkulose und Diphtherie benzoyliert. 
Sie erhielten auch stärkere Niederschläge als mit normalem Harn, aber 
dieselben reichten nicht zur Identifizierung der Benzoylverbindungen aus. 
Die Versuche von Albu:), Kerry und Kobler®) scheinen danach das Ver- 
fahren von Baumann und v. Udransky auf die en des Penta- 
und Tetramethylendiamins zu beschränken. 

Verfahren von Loewy und Neuberg). Mit Erfolg sind Loewy 
und Neuberg in anderer Weise vorgegangen, um ebenfalls das Penta- 


') Baumann und L. v. Udränsky, ]. e. 

2) Albu, 1. c. 

3) Kerry und Kobler, Über das Verhalten der Harne bei Infektionskrankheiten 
gegen Benzoylchlorid. Wiener klin. Wochenschr. S. 525. Jg. 1891. 

*) A. Loewy und €. Neuberg, Über Cystinurie (I. Mitteilung) und Zur Kenntnis 
der Diamine. Zeitschr. f. physiol. Chemie. Bd. 43. S. 338 und 355. Jg. 1904/05. 
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und Tetramethylendiamin zu isolieren, das ein Cystinuriker nach Ver- 
fütterung von Lysin und Arginin ausschied. Sie sammelten den nach 
Lysindarreichung ausgeschiedenen Harn (2940 cm®), befreiten ihn vom 
ausgeschiedenen Cystin, säuerten ihn mit Schwefelsäure schwach an 
und fällten mit Phosphorwolframsäure. Der ausgewaschene Niederschlag 
wurde mit Baryt zerlegt, der überschüssige Baryt durch CO, entfernt. Die 
eingeengte Basenlösung versetzten sie mit Natronhydrat. Sie fügten dann 
der Flüssigkeit tropfenweise Phenylisocyanat zu, jeder Tropfen des ein- 
fallenden Isocyanats hatte unter deutlicher Erwärmung die sofortige Ab- 
scheidung eines voluminösen Niederschlages zur Folge. Als sich dessen 
Menge auf erneuten Cyanatzusatz nicht mehr vermehrte, wurde er abfiltriert. 
Durch seine fast völlige Unlöslichkeit, selbst in siedendem Alkohol, zeigte 
sich, daß er nicht aus Diphenylharnstoff bestand. Als einziges brauchbares 
Lösungsmittel erwies sich Pyridin, woraus die Verbindung auf vorsichtigen 
Zusatz von Wasser in schneeweißen Kristallen ausfiel. Nach nochmaliger 
Wiederholung dieses Verfahrens besaßen die Kristalle den konstanten 
Schmelzpunkt 207°. Sie bestanden aus Diphenyleyanatpentamethylendiamin: 


C,H,.HN.CO.NH.CH, - (CH,), -CH,.NH.CO.NH.C,H,. 


In ganz analoger Weise ließ sich aus dem Harn nach Verfütterung 
von Arginin das Diphenyleyanattetramethylendiamin vom Schmelzpunkt 
238— 240° gewinnen. 

Liegen Gemische von Penta- und Tetramethylendiamin vor, so ist 
eine Trennung derselben durch die Phenylharnstoffderivate ebenfalls möglich. 
Fügt man zu einer nach dem Abkühlen gerade gesättigten Lösung der 
trockenen Phenyleyanatverbindungen in Pyridin wasserfreies Aceton, so 
fällt momentan das Tetramethylenderivat aus, während die Pentamethylen- 
verbindung sich erst bei mehrstündigem Stehen aus dem Filtrat abscheidet. 
Beide Fraktionen können durch nochmaliges Umkristallisieren weiter ge- 
reinigt werden. 


Die bisher geschilderten Methoden gestatten nur aus einzelnen patho- 
logischen Harnen organische Basen darzustellen. Alle Versuche, die damit von 
kritischen Beobachtern an normalen Harnen ausgeführt wurden, führten 
zu negativen oder zweifelhaften Resultaten. Erst in den letzten Jahren 
ist es gelungen, besondere Verfahren auszuarbeiten, die erlauben, den Nach- 
weis zu führen, dal) auch mit dem normalen Harn, und zwar regelmäßig 
organische Basen, abgesehen vom Kreatinin und den Purinbasen, ausge- 
schieden werden. Die gewonnenen Basen besitzen zum Teil auch toxische 
Eigenschaften, womit scheinbar die Theorie Bouchards über die toxische 
Wirkung des Harns eine weitere Stütze erhält, doch möchte ich auf die 
Giftigkeit der namentlich von Lohmann, Achelis, Engeland und mir aus 
normalem Harn isolierten Basen keinen besonderen Nachdruck legen. Viel 
wichtiger sind die Fragen nach ihrer Herkunft und die Beziehungen zum 
Stoffwechsel. Die Verfahren zur Darstellung der normalen Harnbasen ge- 
stalten sich verschieden, je nachdem man eine einzelne oder mehrere der 
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Basen darzustellen beabsichtigt. Ich will zunächst ein Verfahren angeben, 
das gestattet, die meisten der bisher bekannt gewordenen Harnbasen zu 
isolieren. 

Verfahren von Kutscher und Lohmann'!:>3). Es werden 100 2 
normaler, spermatozoenfreier Frauenlarn sorgfältig durch mit Kieselgur 
bedeckte Nutschen abgesaugt, um die Bestandteile der Nubekula zu ent- 
fernen. Das Filtrat wird mit konzentrierter Salzsäure versetzt, bis es un- 
gefähr 3°/, freie Salzsäure enthält, und mit einer nach Drechsels Vorschrift 
bereiteten Phosphorwolframsäure gefällt, bis eine Probe auf Zugabe von 
Phosphorwolfframsäure 1 Minute klar bleibt. Den reichlichen Niederschlag 
läßt man 24—-48 Stunden absetzen, filtriert ihn ab, wäscht ihn mit 5°/,iger 
Schwefelsäure chlorfrei, schwemmt ihn in Wasser auf und zersetzt ihn mit 
heißer gesättigter Barytlösung. Man muß dafür Sorge tragen, daß sich die 
ganze Flüssigkeit dabei nicht über 50° erwärmt. Die in Freiheit gesetzten 
Basen werden abgesaugt, die Bariumwolframate werden sorgfältig gewaschen 
und mal ausgekocht. Die Spülflüssigkeit fügt man dem ersten Filtrat zu, 
befreit das Ganze durch Kohlensäure vom überschüssigen Baryt und engt 
die stark angeschwollene Flüssigkeit auf 12 ein. Die alkalisch reagierende 
Masse säuert man mit ausgekochter Salpetersäure an, bis Kongo schwach 
gefärbt wird. Jetzt kann ein Teil des Urochroms, das ja mit in die Phos- 
phorwolframfällung geht, in harzigen Flocken sich ausscheiden. Man filtriert 
und versetzt die geklärte Flüssigkeit mit 20°/,iger Silbernitratlösung, so lange 
ein Niederschlag ausfällt. Derselbe besteht aus den Silbernitratverbindungen 
der Purinbasen, die man auf diese Weise bis auf Spuren abscheiden kann. 
Nach 12 Stunden saugt man den Niederschlag ab. Will man ihn unter- 
suchen, dann braucht man ihn nur einige Tage in schwache Ammoniak- 
lösung zu bringen. Man führt dadurch die Silbernitratverbindungen der 
Purinbasen in ihre Silberverbindungen über, die sich nach dem Verfahren 
von Krüger und Salomon verarbeiten lassen. 

Das Filtrat vom Purinbasenniederschlag versetzt man weiter mit 
20°/,iger Silbernitratlösung, bis eine Probe, in gesättigtes Barytwasser ge- 
bracht, einen sich sofort bräunenden Niederschlag fallen läßt. Danach 
scheidet man durch vorsichtige Zugabe von kalt gesättigtem Barytwasser 
unter Kontrolle von ammoniakalischer Silberlösung (die ammoniakalische 
Silberlösung bereitet man sich, indem man 10°/,ige Silbernitratlösung mit 
10°/,iger Ammoniaklösung versetzt, bis sich der zunächst ausfallende Nie- 
derschlag von Silberoxyd gerade gelöst hat; dann fügt man noch einen 
Tropfen Ammoniak zu) diejenigen Verbindungen ab, die sich auch durch 


!) Kutscher und Lohmann, Der Nachweis toxischer Basen im Harn. I. u. II. Mit- 
teilung. Zeitschr. f. physiol. Chemie. Bd. 48. S.1 und 422. Jg. 1906. 

?) Kutscher und Lohmann, Der Nachweis toxischer Basen im Harn. III. Mittei- 
lung und Bemerkung zur I. Mitteilung „Der Nachweis toxischer Basen im Harn“. 
Zeitschr. £. physiol. Chemie. Bd. 49. S. 81 und 88. Jg. 1906. 

®) Kutscher, Der Nachweis toxischer Basen im Harn. IV. Mitteilung. Zeitschr. f. 
physiol. Chemie. Bd. 51. S. 457. Jg. 1907. 
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Silbernitrat und Ammoniak fällen lassen. Von derartigen Verbindungen 
kommen beim Harn, so weit sich zurzeit sehen läßt, Substanzen mit dem 
Imidazolkern (Imidazolaminopropionsäure etc.) und das Kreatinin in Be- 
tracht. Bezüglich der Technik, die bei Erzeugung dieses Niederschlages 
zu beachten ist, bemerke ich folgendes: Nachdem man sich an einer kleinen 
Probe der von Purinbasen freien Flüssigkeit überzeugt hat, daß, dieselbe 
auf vorsichtige Zugabe von Ammoniak eine weiße, in überschüssigem Am- 
moniak und in Salpetersäure lösliche Fällung liefert, versetzt man die ganze 
Flüssigkeit mit kleinen Portionen kalt gesättigen Barytwassers. Den Nieder- 
schlag. der danach sich bildet, läßt man absitzen. Von der darüber stehenden 
Flüssigkeit bringt man einen Tropfen auf eine Glasplatte und läßt ihn hier 
mit einem Tropfen ammoniakalischer Silberlösung, deren Darstellung oben 
angegeben ist, zusammenlaufen. Zeigt sich an der Berührungsstelle der 
beiden Flüssigkeiten nur mehr eine schwache oder keine Trübung, so ist 
die Fällung der auch durch Silbernitrat und Ammoniak abscheidbaren 
Körper beendigt. 

Die Verarbeitung dieses Niederschlages (ich nenne ihn Silbernieder- 
schlag II) geschieht in folgender Weise: Er enthält hauptsächlich Krea- 
tinin, das uns nicht interessiert und zu beseitigen ist. Zu diesem Zweck 
verreibt man den Niederschlag mit kaltem gesättigten Barytwasser. Da- 
durch wird schon ein großer Teil des Kreatininsilbers, das in gesättigtem 
Barytwasser nicht beständig ist, zersetzt; den Rückstand saugt man ab, 
löst ihn in verdünnter Salpetersäure und schlägt ihn durch Sättigung mit 
festem, gepulvertem Baryt nieder. Diese Lösung und Fällung ist eventuell 
noch ein- oder zweimal zu wiederholen. Die so restierenden Silberverbin- 
dungen enthalten die Hauptmasse der die Diazoreaktion gebenden Basen. 
Man kann sie nach bekannten Methoden auf Histidin verarbeiten. Dazu 
löst man den kreatininfreien Silberniederschlag in Salpetersäure, fügt noch 
etwas Silbernitrat dazu und fällt vorsichtig mit Ammoniak. Die flockige 
Fällung saugt man ab, wäscht sie gut aus, zersetzt sie mit Salzsäure und 
versucht die Chloride kristallinisch zu gewinnen. Zuweilen ist eine Rei- 
nigung über die Kadmiumverbindungen mit folgender Überführung in die 
Pikrolonate nötig, um zu kristallisierbaren Körpern zu kommen. Für gewöhn- 
lich macht diese Fraktion die größten Schwierigkeiten. Einmal ist von 
Enngeland Histidin, ein anderes Mal Imidazolaminoessigsäure aus dem Harn 
statt Histidin gewonnen worden. Daneben finden sich aber noch andere 
wenig untersuchte Imidazolderivate, die mit dem Histidin die Eigenschaft 
teilen, durch Silbernitratlösung und Ammoniak niedergeschlagen zu werden. 

Das Filtrat von Silberniederschlag II wird mit Barytwasser weiter 
versetzt, so lange noch ein Niederschlag entsteht. Ein Überschuß an Baryt- 
wasser ist sorgfältig zu vermeiden. Der neue Niederschlag, den ich Silber- 
niederschlag III nenne, enthält die Reste des Kreatinins, Basen, welche 
starke Diazoreaktion geben, über die wir aber sonst nichts weiter wissen, 
und schließlich Methylguanidin resp. Dimethylguanidin. Um die beiden 
letzten Basen zu gewinnen, geht man wohl am besten nach den Angaben 
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von Achelis!) vor. Der Niederschlag wird abgesaugt, mit gesättigtem Ba- 
rytwasser gewaschen, in verdünnter Schwefelsäure gelöst. Die Lösung wird 
mit H, S zersetzt, das Filtrat vom Schwefelsilber durch Baryt von der 
überschüssigen Schwefelsäure durch CO, vom Baryt befreit und eingeengt. 
Die mit einigen Tropfen Schwefelsäure neutralisierte Lösung wird mit 
wässeriger Pikrolonsäure geprobt. Sollte keine Fällung eintreten, so reinigt 
man das Methylguanidin, indem man es nochmals mit Silbernitrat und 
Baryt unter Kontrolle von ammoniakalischer Silberlösung fraktioniert aus- 
fällt, und aus der Silberverbindung wieder die freie Base, wie oben ange- 
geben, gewinnt. Achelis hat diese Reinigung immer vornehmen müssen, 
während es Lohmann und mir zweimal sofort glückte, das Methylguanidin in 
(remeinschaft mit Dimethylguanidin als Pikrolonat zu isolieren. Eine brauch- 
bare Methode, um Methyl- und Dimethyleuanidin voneinander zu trennen, 
besitzen wir bisher nicht. 

Das Filtrat von Silberniederschlag II befreit man durch Salzsäure 
vom Silber, durch Schwefelsäure vom Baryt, säuert es mit Schwefelsäure 
an und fällt den Basenrest wieder mit Phosphorwolframsäure aus. Nach 
24 Stunden saugt man die Phosphorwolframate ab, wäscht sie mit 5°/,iger 
Schwefelsäure frei von Salpeter- und Salzsäure. Darauf stellt man aus dem 
Niederschlage durch vorsichtige Zersetzung mit Baryt nach bekannter Me- 
thode wieder die freien Basen dar, deren Lösung man nach Entfernung 
des überschüssigen Baryts mit Salzsäure bis zur Reaktion gegen Kongo 
ansäuert. Man dampft sie bis zur beginnenden Kristallisation auf dem 
Wasserbade ein. Nach dem Erkalten zieht man den Rückstand mit abso- 
lutem Äthylalkohol aus, verdunstet die äthylalkoholische Lösung bei mäßiger 
Temperatur, nimmt das Zurückgebliebene wieder mit Äthylalkohol auf, 
und wiederholt diese Operation so oft, bis man die Basen in einen in 
Äthylalkohol glatt löslichen und einen darin unlöslichen resp. schwer lös- 
lichen Anteil getrennt hat. 

Der letztere besteht der Hauptsache nach aus Kaliumchlorid, etwas 
Ammoniumchlorid und salzsaurem Kreatinin, denn man kann das Kreatinin 
durch seine Silberverbindung nicht ganz niederschlagen, da dieselbe etwas 
löslich in Wasser ist. Deshalb findet sich auch in dieser Fraktion noch 
etwas Kreatinin. Es könnten darin allerdings auch noch andere Harnbasen 
stecken, deren Chloride in kaltem Äthylalkohol schwer löslich sind wie das 
Betain und Trigonellin. Beide finden sich in zahlreichen Pflanzen und 
können, wie ich selbst gesehen habe, den Tierkörper passieren. Vom Betain 
wird denn auch in vielen Lehrbüchern (ich zitiere als Beispiel die letzte 
Ausgabe von Deilsteins Handbuch) angegeben, daß Liebreich?) es im Harn 
aufgefunden habe. Sieht man aber die Originalabhandlung genauer an, 
dann stellt sich diese Zitation als unrichtig heraus. Denn Liebreich 


‘) Achelis, Über das Vorkommen von Methylguanidin im Harn. Zeitschr. f. 
physiol. Chemie. Bd. 50. S. 10. Jg. 1906/07. 

?) Liebreich, Über die Oxydation des Neurins. Ber. d. Deutsch. chem. Ges. Bd. 2, 
S. 12. Je. 1869. 
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behauptet gar nicht, aus dem Harn Betain, sondern nur eine dem Cholin 
ähnliche Base dargestellt zu haben. Was für eine Substanz Liebreich wirk- 
lich in der Hand gehabt hat, ist aus seinen Angaben nicht zu erschließen, 
da er mit derselben keine Analysen, nicht einmal qualitative Reaktionen 
gemacht hat. Auch über die Methode, mit der er die fragliche Base dar- 
gestellt hat, sagt er nichts. 

Um den Verlust derartiger Basen zu vermeiden, digeriert man den in 
Äthylalkohol unlöslichen Rückstand mit Methylalkohol, der meiner Erfahrung 
nach die Chloride aller in Betracht kommenden Basen, allerdings auch das 
salzsaure Kreatinin leicht löst, während das Kaliumchlorid ungelöst zurück- 
bleibt. Die methylalkoholische Lösung verdunstet man, den Rückstand probt 
man mit den verschiedenen Alkaloidreagenzien auf eigenartige organische 
Basen. Ich möchte aber gleich einschalten, daß ich beim normalen mensch- 
lichen Harn nur Kreatinin erhalten habe. 

Die in Äthylalkohol löslichen Chloride fällt man mit alkoholischer 
20°/,iger Platinchloridlösung vollkommen aus. Den reichlichen, flockigen 
Niederschlag läßt man absitzen, filtriert ihn ab, wäscht ihn mit absolutem 
Alkohol und kristallisiert ihn aus verdünnter Salzsäure um. Beim Einengen 
scheidet sich etwas Kalium- und Ammoniumplatinchlorid ab. Die übrigen 
Platinate scheinen sich gegenseitig in Lösung zu halten, sie sind zur weiteren 
Trennung der Harnbasen nicht recht geeignet. Man beseitigt deshalb nach 
Entfernung des Kalium- und Ammoniumplatinates das Platin durch Schwefel- 
wasserstoff. Die Lösung der so gewonnenen Chloride engt man zum Sirup 
ein, den man mit 30°/,iger wässeriger Goldehloridlösung behandelt. Nach 
vollkommener Ausfällung läßt man das Ganze einige Tage stehen, giebt die 
Mutterlauge von dem Niederschlag ab, löst denselben in heißer, verdünnter 
Salzsäure und engt die Lösung der Aurate bei einer 70° nicht übersteigenden 
Temperatur ein. Schon aus der heißen Flüssigkeit scheiden sich die kräftigen, 
sehr schwer löslichen Nadeln des Aurates vom Methylpyridylammonium- 
hydroxyd aus. Beim weiteren Einengen kann das Aurat einer zweiten Base 
des „Gynesins“ daneben auskristallisieren. Um die beiden Aurate vonein- 
ander zu trennen, eingen Lohmann und ich in folgender Weise vor. 

Das Gemenge der gesamten Aurate wurde auf ca. 100 cm? eingeengt 
und einige Tage leicht bedeckt in der Kälte stehen gelassen, bis sich die 
Kristalle nicht mehr zu vermehren schienen. Die Kristalle saugten wir ab, 
sie bestanden der Hauptsache nach aus den Auraten des Methylpyridyl- 
ammoniumhydroxyds und des Gynesins, lösten sie in verdünnter, heilier 
Salzsäure und engten bei ca. 70° auf 150 em? ein. Dabei schied sich das 
Aurat des Methylpyridylammoniumhydroxyds, das auch in der Wärme schwer 
löslich ist, ziemlich vollständig ab. Als wir die so weit eingeengte Flüssig- 
keit heiß filtrierten, blieb das eben genannte Aurat auf dem Filter. 

Die Mutterlauge davon lieferte beim weiteren Abdunsten das Aurat 
des Gynesins, das in der Wärme leicht, in der Kälte schwer löslich ist. 
Durch Umkristallisieren war es von den Resten des anderen Aurates zu 
befreien. 
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Nach Beseitigung dieser schwer löslichen, gut kristallisierenden Aurate 
dampft man ihre Mutterlauge, die die leichter löslichen Aurate enthält, stark 
ein, die Aurate fallen als Öl aus. Man kann nun einige Zeit warten, ob 
das Öl nicht kristallisieren will, andernfalls kommt man in folgender Weise 
zu gut analysierbaren Verbindungen. Man löst das Öl in verdünnter Salz- 
säure. entfernt das Gold mit Schwefelwasserstoff, engt die Chloride zu 
Sirup ein und nimmt mit kaltem, absolutem Alkohol auf. Es kann nun ein 


Fig. 270. 


Teil als in Alkohol schwer lösliches Chlorid zurückbleiben, das man natürlich 
sofort wieder in das Aurat umwandeln kann. So habe ich das Chlorid und 
Aurat einer von mir „Mingin“ bezeichneten Base erhalten. 

Die alkohollöslichen Chloride fällt man mit gesättigter alkoholischer 
Sublimatlösung. Die erhaltene Fällung saugt man ab, wäscht sie mit alko- 
holischer Sublimatlösung, zersetzt sie mit Schwefelwasserstoff und erhält 
die Chloride, die sich nunmehr meist ohne sonderliche Schwierigkeit in gut 
kristallisierende Aurate überführen lassen. Auf diese Weise gelang es, das 
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„Reduktonovain“ aus Menschenharn und das y-Methylpyridin!) aus Pferde- 
harn zu erhalten. 

Das Filtrat der Sublimatfällung kann man verdunsten, in Wasser lösen, 
durch Schwefelwasserstoff das Quecksilber beseitigen und die durch Sublimat 
nicht gefällten Chloride wieder ebenfalls in die Aurate überführen. Dieselben 
kristallisieren jetzt, nachdem durch Alkohol und Sublimat das Gemenge 
einigermaßen zerlegt worden ist, auch meist sehr schnell. So konnte ich an 
dieser Stelle das „Vitiatin*“ aus dem Menschenharn darstellen. 

Diese allgemeinere Methode gestattet allerdings eine ganze Anzahl 
bisher unbekannter Harnbasen darzustellen, aber wir sind mit unseren Unter- 
suchungen doch erst im Beginn, das sieht man sofort, wenn man aus dem 
Filtrat der Platinfällung das Platin beseitigt und die Lösung der durch 
Platin nicht fällbaren Chloride einengt. Es hinterbleibt dann ein reichlicher 
Sirup, der noch seiner Aufteilung in kristallinische Körper harrt. Ich habe 
dahinzielende Untersuchungen in Gang gesetzt, doch läßt sich ihr Ende 
nicht absehen. 

Lohmann und ich benutzten bei unseren Untersuchungen die Phosphor- 
wolframsäure, ein Fällungsmittel, mit dem man nach unserer derzeitigen Kennt- 
nis alle Basen niederschlagen kann. Nachdem wir uns mit Hilfe dieses aus- 
zezeichneten Reagenzes überzeugt hatten, daß) in der Tat im normalen Harn 
eigenartige Basen auftreten, ist derselbe von Engeland®®) mit spezifischen 
Methoden untersucht worden. Eingeland verfuhr bei seinen Arbeiten folgender- 
maßben. 

I. Nach dem Vorgang von Johnson fällte er 24 ! normalen mensch- 
lichen Harn mit gesättigter wässeriger Sublimat- und Natriumacetatlösung, 
bis ein weiterer Zusatz dieser beiden Reagenzien in einer Probe erst nach 
längerer Zeit einen Niederschlag erzeugte. Nach mehrtägigem Stehen saugte 
er den Niederschlag ab, wusch ihn mit einem Gemenge von Sublimat- und 
Natriumacetatlösung, digerierte ihn mit verdünnter Salzsäure auf dem 
Wasserbade, saugte den in Lösung gegangenen Teil ab, entfernte daraus 
durch Schwefelwasserstoff das Quecksilber und dampfte die Chloride auf 
dem Wasserbade bis zur beginnenden Kristallisation ein. Hierauf nahm er 
den Rückstand mit Methylalkohol auf. Es blieben die anorganischen 
Salze zurück. Die methylalkoholische Lösung wurde bei mäßiger Wärme 
vom Methylalkohol befreit, der Rückstand mit kaltem Äthylalkohol dige- 
riert. Der Äthylalkohol lieli das Kreatininchlorid, das im Methylalkohol 
leicht löslich ist, und Ammoniumchlorid zurück. Die äthylalkoholische Lö- 
sung wurde mit 20°/,iger alkoholischer Platinchloridlösung gefällt. Die Fäl- 
lung bestand im wesentlichen noch aus Kreatininplatinat, das Filtrat da- 


1) Achelis und Kutscher, Der Nachweis organischer Basen im Pferdeharn. Zeit- 
schrift f. physiol. Chemie. Bd. 52. S. 91. Jg. 1907. 

2) R. Engeland, Über den Nachweis organischer Basen im Harn. Zeitschr. f. physiol. 
Chemie. Bd. 57. S.48. Jg. 1908. 

3) R. Engeland, Die Diazoreaktion des normalen Harns. Münchener med. Wochen- 
schrift. Jg. 1908. Nr. 31. 
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von aber lieferte eine neue Base. Es wurde aus ihm durch Schwefelwasser- 
stoff das Platin beseitigt, die Chloride zum Sirup eingeengt und mit 
30°/,iger wässeriger Goldchloridlösung versetzt. Nach längerem Stehen 
schied sich in großen, gelben Tafeln und festen Krusten das Aurat des 
asymmetrischen Dimethylguanidins ab. Die Mutterlauge davon gab nach Ent- 
fernung des Goldes starke Diazoreaktion, ist aber bisher nicht näher unter- 
sucht worden. 

Il. Etwas anders ging Zngeland bei einer zweiten Untersuchung 
vor. 252 Harn wurden auf !/, eingeengt, dann nach dem Verfahren von 
Kutscher ‘) und Steudel mit Tannin gereinigt und die danach auf ca. 10 7 
gebrachte Flüssigkeit mit heißer gesättigter Natriumacetat- und Subli- 
matlösung ausgefällt. Die Behandlung des Niederschlages geschah wie in 
I, nur wurden die in Methylalkohol löslichen Chloride wiederholt mit Äthyl- 
alkohol aufgenommen, bis sie sich ganz glatt auch in kaltem Äthylalkohol 
lösten. Aus der Lösung wurde schließlich der Äthylalkohol verjagt und der 
Rückstand sofort mit 30°/,iger wässeriger Goldehloridlösung versetzt. Es 
schied sich reichlich Methylguanidinaurat ab. Davon wurden 219g ge- 
wonnen. Über die in die Tanninfällung gegangenen Substanzen stehen nähere 
Mitteilungen noch aus. 

III. Etwa 40 2 menschlicher Harn wurden unmittelbar abwechselnd 
mit heißer gesättigter Sublimat- und Natriumacetatlösung so lange ver- 
setzt, bis eine filtrierte Probe der Flüssigkeit mit einem Überschuß der 
kalt gesättigten Fällungsmittel auch beim Stehen keine Trübung mehr gab. 
Die Fällung ist hier viel umfangreicher wie in I., wenigstens gab das 
Filtrat der Quecksilberfällung nach Beseitigung des Quecksilbers nicht 
mehr die Weylsche Reaktion auf Kreatinin. Nach einigen Tagen saugte 
man die Fällung ab, wusch sie mit einem Gemenge von kalt gesättigter 
Sublimat- und Natriumacetatlösung aus. Man behandelte sie dann zunächst 
wie in I. Die aus ihr gewonnenen Chloride wurden mit Äthylalkohol auf- 
genommen, bis man eine auch in Äthylalkohol leicht lösliche Masse erhielt, 
die mit alkoholischer 20°/,iger Platinchloridlösung gefällt wurde. Die Pla- 
tinfällung wurde in heißem Wasser gelöst, das schwer lösliche Ammonium- 
platinat beseitigt, das Platin aus der Lösung als Platinsulfid abgeschieden 
und die zum Sirup eingeengten Chloride mit 30°/,iger Goldchloridlösung 
versetzt. Nach einigen Tagen kristallisierte zuerst eine Verbindung, die dem 
Vitiatin in ihren Analysenwerten nahekam, danach aber kam ein sehr leicht 
lösliches Goldsalz heraus, dem die Formel C,,; Hs; Ng O1; . HCl. AuCl, zu- 
kam. Das Chlorid dieses Körpers gab die Biuret-, die Diazo-, die Knoop- 
sche Reaktion. Die Millonsche Reaktion fiel negativ aus. 

Das Filtrat der Platinfällung wurde nach Vertreibung des Alkohols 
von Platin befreit, die Chloride zum Sirup eingeengt und mit 30°/,iger 
Goldchloridlösung versetzt. Nach einiger Zeit kristallisierte Methylguanidin- 
aurat heraus. 


EN Kutscher, Über Liebigs Fleischextrakt. Zeitschr. f. Nahrungs- u. Genußmittel, 
Bd. 10. S. 528. Jg. 1905. 


| 


._— 


Stoffwechselendprodukte: Die Darstellung organischer Basen aus Harn. 877 


Die Mutterlauge des Methylguanidinaurates wurde mit Schwefelwasser- 
stoff vom (Gold befreit, die Chloride zum Sirup abgedunstet. Mit absolutem 
Alkohol aufgenommen, wurde in die alkoholische, heile Lösung der Chlo- 
ride feingepulvertes Kadmiumchlorid bis zur Sättigung eingetragen. Es 
bildete sich eine voluminöse Fällung (Kadmiumfällung I). Das Filtrat von 
Kadmiumfällung I gab auf Zugabe alkoholischer Natriumacetatlösung eine 
weitere reichliche Fällung (Kadmiumfällung II). Sie wurden vereinigt, in 
Wasser gelöst, mit Schwefelwasserstoff vom Kadmium befreit. Die erhal- 
tenen Chloride wurden durch wiederholtes Abdampfen mit Alkohol mög- 
lichst von überschüssiger Salzsäure befreit, der Rest der Salzsäure wurde 
durch Silbernitrat beseitigt. Im Filtrat vom Chlorsilber wurde durch Sil- 
bernitrat und Ammoniak in der Weise, wie es vom Histidin bekannt 
ist, ein reichlicher Niederschlag hervorgerufen. Nachdem er abfiltriert und 
mit Salzsäure zersetzt war, ließ sich aus der salzsauren Lösung zunächst 
salzsaures Histidin darstellen, das sich in Histidinpikrolonat überführen ließ. 

In etwas einfacherer Weise hat Eingeland‘) dann noch eine Substanz 
aus dem Harn darstellen können, die jedenfalls als Imidazolaminoessig- 
säure aufzufassen ist. Er reinigte 14 2 Harn mit Bleizucker, entfernte den 
überschüssigen Bleizucker mit Natriumkarbonat, engte den Harn auf '/, ein, 
sänerte mit Essigsäure an und fällte mit heißer gesättigter Sublimat- und 
Natriumacetatlösung. Die aus der Fällung nach I gewonnenen, in Äthyl- 
alkohol löslichen Chloride wurden durch Silbernitrat von Salzsäure befreit. 
Aus dem Filtrat vom Chlorsilber wurden die Diazoreaktion gebenden Basen 
durch Silbernitrat und überschüssigen Baryt abgeschieden, ähnlich dem 
Arginin. Die Fällung wurde nochmals in Salpetersäure gelöst, die Lösung 
mit feingepulvertem Baryt gesättigt, der entstandene Niederschlag abge- 
saugt, nochmals in Salpetersäure gelöst und die Flüssigkeit tropfen- 
weise mit Ammoniak versetzt, solange sie mit ammoniakalischer Silber- 
lösung eine Trübung gab. Die abgesaugte, gut gewaschene Fällung 
wurde mit Salzsäure zersetzt. Das Chlorid führte Engeland dann in das 
gut kristallisierende Pikrolonat über, indem er es nach der Vorschrift von 
Steudel mit alkoholischer Pikrolonsäure fällte. 

Außer diesen beiden die Diazoreaktion gebenden Basen tauchen im 
Harn noch andere Basen mit der gleichen Eigenschaft auf. Ihnen allen ist 
die Fällbarkeit durch Phosphorwolframsäure und Silbernitrat und Baryt 
gemeinsam. Dagegen werden sie nicht alle durch Sublimat- und Natrium- 
acetatlösung niedergeschlagen, auch wenn man diese Reagenzien heißge- 
sättigt auf konzentrierte Harne einwirken läßt. 

Methode zur Bestimmung des Trimethylamins im Harn 
nach de Filippi?): 


') R. Engeland, Über den Nachweis arganischer Basen im Harn. Zeitschr. f. physiol. 
Chemie. Bd. 57. S. 60. Jg. 1908. 

?) Filippo de Filippi, Das Trimethylamin als normales Produkt des Stoffwech- 
sels nebst einer Methode für dessen Bestimmung im Harn und Kot. Zeitschr. f. 
physiol. Chem. Bd. 49. S.433. Jg. 1906. 
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Seit den Untersuchungen von Dessaignes‘) im Jahre 1856 wissen 
wir mit Sicherheit, daß man durch Destillation des menschlichen Harns 
mit fixem Alkali merkliche Mengen von Trimethylamin erhalten kann. 
De Filippi hat nun folgende Methode zur Darstellung von Trimethylamin 
aus Harn angegeben. Dieselbe wird durch die beigefügte Abbildung (siehe 
Seite 874) erläutert, die mit Erlaubnis des Verlages von Karl J. Trübner 
hier reproduziert ist. 

Der ganze in 24 Stunden gesammelte Harn wird in einen Kolben von 
2500 —3000 em? gebracht, der 10—15g KOH in Stücken und etwas festes 
Paraffin enthält. Er wird sofort mit dem Kühler in Verbindung gesetzt. 
Im Sammelgefäß D befinden sich 100—150 cm3 auf '/, verdünnte Salz- 
säure vom spez. Gew. 1'19. Das Pelögotsche Rohr E enthält Glasperlen, die 
mit verdünnter HC] angefeuchtet sind. Nun wird im Wasserdampfstrom 
destilliert, bis ungefähr 1 Liter Flüssigkeit sich in D gesammelt hat. Dann 
bringt man den Inhalt der Vorlage und des Peligotschen Rohres quantitativ 
in eine Schale und dampft darin bei mäßiger Temperatur zur Trockene ab. 
Der Rückstand wird gepulvert, mit absolutem Alkohol extrahiert, der Alkohol 
verdunstet, der so gewonnene Rückstand wieder mit absolutem Alkohol 
aufgenommen, die neue Lösung abgedampft und der verbleibende Rück- 
stand nochmals mit Alkohol von 99'8°/, behandelt. Diese drei Extraktionen 
genügen, um das den Aminen beigemischte Chlorammonium bis auf 
Spuren zu entfernen. 

Der nach der letzten Extraktion gewonnene Rückstand wird in wenigen 
Kubikzentimetern Wasser gelöst und die Lösung quantitativ in den Kolben 5 
des abgebildeten Apparates übergeführt. Der Kolben wird dann sofort durch 
C mit dem Kühler verbunden. Das Peligotsche Rohr und das Sammelgefäß D 
enthalten 15 —20cm? verdünnte Salzsäure. Aus dem Hahnentrichter läbt 
man nun 25 cm? Hypobromitlösung (25 cm3 Brom in 500 em3 einer 20°/,igen 
Lösung von KOH) in den Destillationskolben tropfen und schüttelt vor- 
sichtig. Falls nach dem Aufschäumen die Flüssigkeit nicht ausgesprochen 
zitronengelbe Farbe annimmt, ist neue Hypobromitlösung zuzusetzen. 

Um den Überschuß von Hypobromit zu beseitigen, gießt man durch 
den Trichter in den Kolben auf !/, verdünnte Salzsäure vom spez. Gew. 
1:19, und zwar soviel Kubikzentimeter, als Hypobromitlösung verwendet wurde. 
Durch das freigewordene Brom nimmt die Flüssigkeit eine kirschrote 
Färbung an. 

Jetzt wird das Brom abdestilliert; nachdem dasselbe übergetrieben 
ist, unterbricht man die Erhitzung und ersetzt den Sammelkolben durch 
einen anderen ebenfalls 10—15cm3 verdünnte HCl enthaltenden Kolben. 
Der Inhalt des ersten Kolbens wird sofort auf dem Wasserbade eingedampft. 

Es bleibt noch die Destillation des Trimethylamins übrig. Zu dem 
/weck macht man den Inhalt des Destillationskolbens mit einem Volum 


) 


einer 30°/,igen Lösung von KOH, das dem Volum der vorher verwendeten 


') Dessaignes, Trimethylamin aus Menschenharn. Liebigs Annalen. Bd. 100. S. 218. 
1856. 
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Salzsäure entspricht, alkalisch. Die alkalische Flüssigkeit destilliert man. 
Durch Zutropfenlassen von Wasser aus dem Hahntrichter erhält man den 
Inhalt des Destillationskolbens auf annähernd gleichem Niveau. Man destilliert, 
bis das Destillat nicht mehr alkalisch reagiert; zu diesem Zeitpunkt finden 
sich zirka 300 .cm® Destillat in der Vorlage. Man führt das zweite Destillat 
mitsamt dem Inhalt des Peligotschen Rohres quantitativ in dieselbe Schale 
über, die das erste Destillat enthielt, aus dem inzwischen das Brom aus- 
getrieben wurde. Auf dem Wasserbade wird nun der Schaleninhalt auf 
wenige Kubikzentimeter reduziert. 

Während des Eindampfens füllt man in das Peligotsche Rohr und 
den Sammelkolben zusammen 25cm: n/10-HCl und schließt beide wieder 
an den Apparat an. Das Residuum des eingedampften Destillates wird wieder 
in den Destillationskolben gefüllt, durch 50 cm® KOH von 10°/, alkalisch ge- 
macht und dann das Trimethylamin in die titrierte Salzsäure überdestilliert. 
Zum Schluß wird der Inhalt des Sammelkolbens und des Peligotschen Rohres 
durch n/10-KOH titriert. Der ganze Prozeß nimmt 21/, Tage in Anspruch. 

Ich lasse nunmehr eine Beschreibung derjenigen Harnbasen folgen, 
die genauer bekannt sind. 

/NB;, 
1. Methylguanidin, C=NH. Das Methylguanidin ist eine starke 
\NH.CH, 
Base, die in freiem Zustand sich wenig zur Analyse eignet, auch das Chlorid 
ist stark hygroskopisch und zerfließlich. Es bildet aber eine ganze Anzahl gut 
kristallisierender Verbindungen, die seine Reindarstellung und Festlegung 
nicht schwierig machen. 

a) Das Chloraurat, C,H, N,.HCl. AuCl,, kristallisiert in rhombischen, 
in Wasser, Alkohol und Äther schwer löslichen Kristallen. Dieselben schmelzen 
scharf bei 198°. 

b) Das Chloroplatinat, (C, H,N,.HCl),.PtCl,, kristallisiert in mono- 
klinen Prismen. Es ist in Wasser und Alkohol ziemlich leicht löslich. 

c) Das Pikrat, (, H,N,.C, H,; (NO,), OH, bildet in Wasser und Alkohol 
sehr schwer lösliche Nadeln. Es schmilzt bei 192°. 

d) Das Pikrolonat, C, H,N;,.C,, Hs N, O,, kristallisiert in kleinen Drusen, 
die aus mikroskopischen Nadeln und Säulen bestehen. In 100 Teilen Wasser 
lösen sich 0'025 Teile Pikrolonat, leichter löslich ist es in absolutem Alkohol. 
Es schmilzt unter Aufschäumen bei zirka 270°, nachdem es sich vorher 
verfärbt hat. 

e) Das Nitrat, C,H,N,.HNO,, kristallisiert in rechtwinkeligen rhom- 
bischen Tafeln. Es ist in Wasser und verdünnter Salpetersäure ziemlich 
schwer löslich. Schmelzpunkt 155° C. 

/NB;, 
2. Dimethylguanidin, C=NH. Nähere Angaben über die freie 
NN (CH,); 
Base und das Chlorid liegen nicht vor. Am besten zu seiner Darstellung 
eignet sich wohl das Aurat und das Pikrolonat. 
Abderhalden, Handbuch der biochemischen Arbeitsmethoden. III. 56 
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a) Das Chloraurat, C,H,N,.HCl.AuCl,. Dasselbe scheidet sich bei 
langsamer Kristallisation in breiten Tafeln, bei schneller Kristallisation in 
dünnen, glänzenden Blättchen ab. Die Kristalle schmelzen bei 144° und 
zersetzen sich bei etwa 150°. Nach Haushofer (Jahresberichte über die 
Fortschritte der Chemie, 1882, S. 364) sollen die Kristalle trimetrisch sein. 

b) Das Pikrolonat, 0, H,N; .C,, Hs N, O,;, ist dem Pikrolonat des Methyl- 
guanidins ganz Ähnlich beschaffen. Auch im Schmelzröhrchen verhält es 
sich ganz ähnlich. 

c) Das Chloroplatinat, (C, H, N; . HC]),. Pt Cl,, ist in Wasser und Alkohol 
leicht löslich. 


3. Met a 3: 303 ae 


"Ün 


u Jon 


2 u 

Die ersten Nachrichten über das Auftreten dieser merkwürdigen Base 
im Harn stammen von His.!) Derselbe erhielt sie nach Verfütterung von 
Pyridin an Hunde. Der Körper zerstörte das verfütterte Pyridin nicht, 
sondern führte es unter Anlagerung einer CH,-Gruppe in die weniger giftige 
Ammoniumbase über. Da wir wissen, daß im Tabakrauch und im Kaffee 
sich Pyridin findet, so muß diese Base den Organismus des Menschen, der 
die beiden Genußmittel in beträchtlichen Mengen gebraucht, gleichfalls als 
Methylpyridylammoniumhydroxyd passieren und in dieser Form sich im 
normalen Harn finden. Ein großer Teil des Methylpyridylammoniumhydroxyds, 
das man im menschlichen Harn findet, braucht allerdings nicht erst aus 
dem Pyridin hervorzugehen. Es hat sich nämlich bei genauen Untersuchungen 
des Kaffeextraktes gezeigt, daß darin schon Methylpyridylammoniumhydroxyd 
präformiert enthalten ist und nach seiner Aufnahme unverändert durch 
den Körper hindurch geht. Nun ist weiter im Kaffee, wie wir aus der im 
Jahre 1902 in Erlangen erschienenen Inauguraldissertation von G@örte wissen, 
eine Base, die dem Methylpyridylammoniumhydroxyd sehr nahe steht, 
nämlich das Trigonellin, enthalten. Nach Untersuchungen von Kohlrausch ?) 
beteiligt sich dieser Körper aber wahrscheinlich nicht an der Bildung des 
Methylpyridylammoniumhydroxyds im Harn, sondern er verläßt entweder 
den Körper unverändert oder wird in anderer Weise abgebaut. Das Methyl- 
pyridylammoniumhydroxyd ist nach den vorliegenden Untersuchungen die- 


1) W. His, Über das Stoffwechselprodukt des Pyridins. Archiv f. exper. Pathol. u. 
Theran. Bd. 22. S. 253. Jg. 1837; siehe auch R. Cohn, Über das Verhalten einiger Pyri- 
din- und Naphthalinderivate im tierischen Stoffwechsel. Zeitschr. f. physiol. Chemie. 
Bd. 18. S.116. Jg. 1894. 

?) A. Kohlrausch, ]. c. 
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jenige Base, über deren Entstehung und Erscheinen im Harn wir die ge- 
nauesten Angaben machen können. 

a) Die Lösung der freien Base reagiert stark alkalisch und verändert 
sich auch beim Kochen nicht. Dampft man aber sehr stark ein, dann zersetzt 
sie sich teilweise unter Bildung roter Schmieren. Viel leichter erfolgt die 
Zerstörung der freien Base bei Gegenwart von fixem Alkali. 

b) Das Chlorid kristallisiert in kräftigen, weißen, hygroskopischen 
Nadeln. Dieselben sind in Wasser und Alkohol leicht löslich. 

c) Das Chloraurat, C,H, N. CH,Cl. AuCl,, bildet kräftige Nadeln, die 
in kaltem Wasser sehr schwer löslich sind. Aber auch in heißem Wasser 
löst es sich nicht leicht. Es schmilzt bei 252—253° zu einer klaren rot- 
braunen Flüssigkeit. Wegen seiner sehr geringen Löslichkeit hat sich dieses 
Salz bei der Darstellung der Base aus Harn besonders bewährt. 

d) Das Chloroplatinat, (C,H, N.CH, C)),.PtC],, kristallisiert bei lang- 
samer Kristallisation in schönen orangeroten Tafeln, bei schneller Kristal- 
lisation fällt es in glänzenden, lachsfarbenen Blättern aus. Es schmilzt bei 205 
bis 207°. Auch dieses Salz ist in kaltem Wasser ziemlich schwer löslich, 
doch lange nicht in dem Maße wie das Aurat, in heißem Wasser ist es 
leicht löslich. Unlöslich hingegen ist es in Alkohol. 

e) Sehr gut geeignet zur Isolierung der Base sind auch ihre Queck- 
silberverbindungen. Dieselben kristallisieren gut, sind in Wasser schwer, 
in Alkohol kaum löslich "und kristallisieren gut. Die Hg-Verbindungen sind 
bisher nicht analysiert worden. Sie scheinen trotz ihrer guten Eigenschaften 
ganz unbekannt geblieben zu sein. 

4. y-Methylpyridin: 

C.CH, 
nf NcH 


N ve 
N 

Die freie Base siedet bei 1425—144°5°. 

a) Das Chloraurat, C,H, N.HC1.AuCl,, kristallisiert in Prismen, es 
schmilzt bei 201— 203°. In Wasser ist es schwer löslich. 

b) Das Chloroplatinat, (C,H, N.HCl),.PtCl,, kristallisiert in Blättchen 
und Tafeln. Es ist in kaltem Wasser schwer löslich. Es schmilzt gegen 
240° unter Aufschäumen. Die Base ist von Achelis und mir im Pferdeharn 
gefunden. 

= Sovyain, C,H, NO;. 

Die Base ist von Zohmann und mir zweimal aus dem Harn von 
Hunden gewonnen worden, die mit Fleischextrakt gefüttert waren, das 
von einer englischen Gesellschaft unter dem Namen „Fxtraetum carnis 
Liebig“ in den Handel gebracht wird. Wir isolierten die Substanz in Form 
des Goldsalzes aus dem Filtrat des zunächst mit Silbernitrat und Baryt 
ausgefällten Harns. Die gleiche Base ist bereits vorher von Stephane Da- 


56* 


CH 
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browski!) auch aus 1002 Menschenharn dargestellt worden, und zwar in 
Form ihres leicht löslichen Platinates. Der Körper ist deshalb von Wichtig- 
keit, weil, wie ich?) zeigen konnte, sich aus ihm bei Destillation mit festem 
Baryt Trimethylamin abspalten läßt. Wir haben in ihm also jedenfalls eine 
Quelle des Trimethylamins, das sich von Dessaignes aus dem Harn ab- 
destillieren ließ. Das Aurat kristallisierte in rotgelben Säulen, die bei 
135° schmelzen. 

6. Reduktonovain, C,H, NO.;. 

Die Substanz wurde von mir Aus Frauenharn gewonnen. Es ist von 
ihm bisher nur das gut kristallisierende Chlorid und Aurat dargestellt 
worden. Das Chlorid kristallisiert in langen, glänzenden, in Wasser und 
Alkohol leicht löslichen Nadeln. 


Das Chloraurat, C,H, NOC1.AuCl,, ist näher untersucht worden. 
Es scheidet sich zunächst als Öl aus seiner Lösung ab, das sich langsam 
in kleine Drusen von Blättchen und kurzen Nadeln umwandelt. Gegen Licht 
ist es empfindlich. Bei 80° beginnt es schon etwas zu sintern, bei 125° 
kann man stärkeres Sintern beobachten, zwischen 155—160° schmilzt die 
Substanz, wird aber erst zwischen 175—180° ganz klar. Über 180° erhitzt 
beginnt sie Blasen zu werfen. 

Das aus dem analysenreinen Chloraurat- dargestellte Chlorid wurde 
von festem Baryt destilliert. Es spaltete ebenfalls Trimethylamin ab. Durch 
diese Beobachtungen ist die Frage nach dem im Harn nachgewiesenen 
Trimethylamin eine recht komplizierte geworden. Zweifellos ist ein großer 
Teil des von Filippi®) und Dessaignes *) aus Harn hergestellten Trimethyl- 
amins Kunstprodukt, das aus höher zusammengesetzten Verbindungen, wie 
ich sie eben beschrieben habe, stammt. 

Neuerdings hat auf meine Veranlassung Herr Takeda menschlichen 
Harn nicht wie Filippi mit starker Kalilauge, sondern mit Magnesiumoxyd 
destilliert und dabei auch geringe Mengen einer Verbindung erhalten, die 
wahrscheinlich Trimethylamin ist. Um jedoch endgültige Aufklärung über 
das im Harn präformierte Trimethylamin zu erhalten, wird man wohl die 
Destillation mit Magnesiumoxyd im Vakuum vornehmen müssen. Diese Ver- 
suche stehen noch aus, sollen aber ebenfalls durch Herrn Takeda durch- 
geführt werden. 

1. Nitatin CHEN. 


Diese Base ist öfter im Harn gefunden, doch bisher nur als Goldsalz 
bekannt. 


1) Stephane Dabrowski, Sur la mannite et les ptomaines dans l’urine normale de 
l’homme. Sonderabzug aus den Archives polonaises des sciences biologiques et medi- 
cales. Jg. 1903. 

?) Kutscher, Zur Kenntnis des Novains. Zeitschr. f. physiol. Chemie. Bd. 49. S. 47. 
Jg. 1906. 

») Filippo de Filippi, ]. e: 

*) Dessaignes, ]. e. 
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Das Chloraurat, C,H,,N,.2HCl.2AuCl,. Es ist in kaltem Wasser 
ziemlich schwer löslich und kristallisiert aus salzsaurem Wasser in gelb- 
roten glänzenden Blättern und Platten, die unscharf bei 167° schmelzen. 
aber erst bei 190° eine klare Schmelze liefern. 

8. Gynesin, C,H,; N; O;. 

Das Gynesin ist nur in seinem Goldsalz bekannt. 

Das Chloraurat, C,, H,, N; 0,.2HC1.2AuQl,, kristallisiert bei lang- 
samer Kristallisation in kräftigen, vierseitigen, rotgelben Säulen, bei schneller 
Kristallisation in dünnen, hellgelben Nädelchen. Dieselben schmelzen bei 
180° zu einer trüben Masse zusammen, die erst zwischen 205—210° in 
eine klare, dunkelrote Flüssigkeit übergeht. Es ist in kalter verdünnter 
Salzsäure schwer, in heißer leicht löslich. 

9. Mingin, C,H, N; O;. 

Der genannte Körper wurde nur in sehr geringer Menge zunächst 
als Chlorid dargestellt, das in kaltem Alkohol ziemlich schwer löslich war. 

Das Chloraurat, C,; Hs N; O,.2HCl.2 AuCl,, kristallisierte in kleinen 
durchsichtigen, gelbroten, vierseitigen Säulen. Es schmolz scharf bei 194° 
und war in verdünnter, kalter Salzsäure nicht ganz leicht löslich. 

10. Imidazolam monoessigsäure, C,H,N, O,. 

Die Verbindung wurde schließlich als Pikrolonat gewonnen. 

Pikrolonat, C,H,N,0,.C.HsN,0O,, kristallisiert in kurzen, in Al- 
kohol und Wasser schwer löslichen Nadeln, die sich bei 244° zersetzen. 
Die freie Base gibt starke Diazoreaktion. 

11. Histidin, bezüglich des Histidins vgl. die einschlägigen Artikel 
in diesem Handbuch. 

12. Kynosin, C,, H,,N, O,. Aus normalem Hundeharn erhielten Zoh- 
mann und ich ein Goldsalz, für das sich die Formel C,, H,, N, 0,.2HCl. 
2AuCl, berechnen ließ. Die Ausbeute war gering und es ließ sich daher 
nur die Formel festlegen. Das Goldsalz war in kalter verdünnter HCl 
ziemlich schwer löslich. Weitere Angaben über die Eigenschaften dieser 
Verbindung können wir nicht machen. 


0. Nachweis, Bestimmung und Isolierung der Abbau- 
produkte des Nukleinstoffwechsels im Harn und in 
den Fäzes (Purinbasen, Methylpurine, Harnsäure, Allan- 
toin). Anhang: Untersuchung der Harnsteine. 
Von Alfred Scehittenhelm, Erlangen. 


A. Purinbasen, Methylpurine, Harnsäure. 


Für die Isolierung der Purinbasen, der Methylpurine (mit Ausnahme 
von Koffein und Theobromin, welche deshalb gesondert behandelt werden) 
und der Harnsäure haben sich zwei Methoden besonders bewährt. Die eine 
ältere beruht auf ihrer Fällbarkeit durch Silbernitrat bei Gegenwart 
von Ammoniak; die andere neuere ist auf Grund einer Beobachtung von 
Drechsel!) durch Krüger ?) ausgearbeitet worden und basiert darauf, daß 
mit Hilfe von Kupfersulfat und Bisulfit alle Purinkörper, welche noch 
eine substituierbare NH-Gruppe enthalten, namentlich aus heißen Lösungen, 
als Kupferoxydulverbindungen gefällt werden. Die beiden Fällungsmethoden, 
die Silber- und die Kupferfällung, sind sich gleichwertig, solange es sich 
um vollkommen eiweißfreie Lösungen handelt. Eiweißhaltige Lösungen sind 
stets vor der Fällung mit Essigsäure und Kochsalz zu enteiweißen. Be- 
kanntlich gelingt aber oft genug die Enteiweißung keineswegs vollständig; 
es bleiben vor allem Peptone, aber auch geringe Eiweißmengen in Lösung. 
Unter diesen Umständen aber wird die Fällung der Purinkörper als Silber- 
verbindungen derartig beeinflußt, daß die mit der Silbermethode erhaltenen 
Bestimmungen nicht mehr quantitativ sind; man erhält oft viel zu geringe 
Werte. Andrerseits aber hindern diese Umstände die Fällung der Purin- 
körper als Kupferoxydulverbindungen in keiner Weise, wohl aber wird ein 
Teil dieser Eiweißkörper dem Kupferniederschlag beigemengt. Durch eine 
Wiederholung der Fällung kann jedoch diesem Übelstande leicht abgeholfen 
werden.3) Daher ist die Kupferfällung der Silberfällung entschieden überlegen. 


1) E. Drechsel, Über eine neue Reaktion gewisser Xanthinkörper. Ber. d. Deutschen 
chem. Gesellsch. Bd. 25. S. 2454. 
?) M. Krüger, Über die Fällbarkeit der Harnsäure und der Basen der Harnsäure- 
gruppe als Kupferoxydulverbindungen. Zeitschr. f. physiol. Chemie. Bd. 18. S.351 (1894). 
3) M. Krüger und A. Schittenhelm, Die Menge und Herkunft der Purinkörper in 
den Fäzes. II. Mitt. Zeitschr. f. physiol. Chemie. Bd. 45. S. 14 (1905). 
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Es muß übrigens erwähnt werden, daß die Gegenwart der Nuklein- 
säure beide Fällungen verhindert oder ungenau macht. Eine solche Lösung 
muß unbedingt vor Anwendung der Fällung durch Kochen mit verdünnter 
Mineralsäure aufgeschlossen werden (siehe darüber S. 587), wenn es nicht 
gelingt, die Nukleinsäure auf anderem Wege quantitativ zu entfernen. 

Es mag hier erwähnt sein, daß ein namentlich in England und Ame- 
rika viel geübtes Verfahren zur Bestimmung der Harnsäure im Urin, be- 
ruhend auf ihrer Fällbarkeit als harnsaures Ammoniak durch Sätti- 
gung des Urins mit Salmiak angegeben ist. Dasselbe ist mehrfach modi- 
fiziert. Es ist jedoch vollkommen entbehrlich, da es an Einfachheit der 
Ausführung keine Vorteile hat und sicherlich, mindestens für den Nach- 
weis kleiner Mengen, weniger exakt ist. Wir wollen aber doch der Voll- 
ständigkeit halber auf ihre Anführung an dieser Stelle nicht verzichten. 


A. Bestimmung der Harnsäure und Purinbasen im Urin. 
Quantitative Methoden: 


Kupfersulfat-Bisulfitmethode nach Krüger und Schmid.!) 

Prinzip. Die Purinkörper werden als Kupferoxydulverbindungen ge- 
fällt und diese durch Schwefelnatrium zerlegt. Aus der wässerigen Lösung 
wird beim Eindampfen mit HCl die Harnsäure ausgefällt. Aus dem Filtrat 
der Harnsäure gewinnt man die Purinbasen als Kupferoxydul- oder Silber- 
verbindungen. Der Stickstoffgehalt der Harnsäure und Purinbasen wird 
nach Kjeldahl bestimmt. 

Lösungen. 1. Käufliche ca. 40°/,ige Natriumbisulfitlösung (Kahlbaum); 
2. 10°/,ige Kupfersulfatlösung; 3. Natriumsulfidlösung; von einer 1°/,igen 
reinen Natronlauge (1000 em?) sättigt man die Hälfte mit Schweielwasser- 
stoff und vereinigt sie dann mit der anderen; 4. Aufschwemmung von 
Braunstein: Eine heiße, O'5°/,ige Lösung von Kaliumpermanganat wird 
mit Alkohol bis zur Entfärbung versetzt. Vor jedesmaligem Gebrauch 
umschütteln! 5. 10°%/,ige Salzsäure; 6. 10°/,ige Essigsäure; 7. Natriumacetat 
in Substanz. 

Ausführung. 400 cm3 eiweißfreien (eventuell vorher mit etwas Kochsalz 
und Essigsäure enteiweißten) Harns (der 4. oder 5. Teil der mit Wasser 
auf 1600 oder 2000 em® gebrachten Tagesmenge, wobei jedoch vorher ein 
etwa vorhandenes Sediment von Uraten oder Harnsäure quantitativ mittelst 
Lauge in Lösung gebracht worden ist) werden in einem Literrundkolben 
mit 249g Natriumacetat und 40 cm® Natriumbisulfitlösung versetzt, zum 
Kochen erhitzt und nach Zusatz von 40—80 em® Kupfersulfatlösung, je 
nachdem der Urin viel oder wenig Purinkörper enthält, mindestens 
3 Minuten im Sieden erhalten. Der so gewonnene flockige Niederschlag 
der Kupferoxydulverbindungen wird sofort oder nach dem Abkühlen der 


1) M. Krüger und J. Schmid, Die Bestimmung der Harnsäure und Purinbasen im 
menschlichen Harn. Zeitschr. f. physiol. Chemie. Bd. 45. S.1 (1905). 


886 A. Schittenhelm. 


Flüssigkeit durch ein Faltenfilter filtriert, mit heißem Wasser solange ge- 
waschen, bis das Filtrat farblos ist, und dann mit heißem Wasser vom Filter 
in den Kolben, in welchem die Fällung vorgenommen war, zurückgespritzt. 
Man gibt soviel H,O zu, daß die Flüssigkeit ca. 200 cm? beträgt, erhitzt 
zum Sieden und zersetzt den Niederschlag durch Hinzugabe von 30 em? 
Natriumsulfidlösung. Man muß sich von der Vollständigkeit der Fällung 
überzeugen, indem man einen Tropfen der Flüssigkeit auf ein mit etwas 
jleiacetat befeuchtetes Stück Filtrierpapier bringt; Braunfärbung zeigt den 
verlangten Überschuß von Natriumsulfid an; tritt sie nicht ein, so muß 
noch mehr zugegeben werden. Man vermeide aber ein zu starkes und ein 
zu lange dauerndes Erwärmen mit dem Schwefelalkali, weil sonst eventuell 
Harnsäure durch das Alkali zerstört wird. Ist die Zersetzung vollständig !), 
so säuert man mit Essigsäure an, erhält solange im Sieden, bis der aus- 
geschiedene Schwefel sich zusammenballt, filtriert heiß mit Hilfe der Saug- 
vorrichtung oder eines Faltenfilters, wäscht mit heißem H,O mehrmals 
nach, fügt 10 cm? 10°/,iger Salzlösung zu und dampft in einer Porzellan- 
schale bis auf ca. 10 cm? ein. Die Harnsäure scheidet sich dabei kristallinisch 
ab, die Purinbasen bleiben als salzsaure Verbindungen in Lösung. Zur voll- 
kommenen Ausfällung der Harnsäure läßt man noch 2—3 Stunden stehen. 

Die abgeschiedene Harnsäure wird auf einem kleinen Faltenfilter 
gesammelt, mit schwefelsäurehaltigem H,O kalt nachgewaschen, bis Filtrat 
und Waschwasser zusammen ca. 75 cm betragen und die Harnsäure samt 
dem Filter verascht. Zu der aus dem (durch Multiplikation mit 1'4) ge- 
fundenen Stickstoffwert (Harnsäurestickstoff) durch Multiplikation mit 3 
berechneten Harnsäure sind noch 3°5 mg (für die in 75 cm® Filtrat gelöste 
Harnsäure) hinzuzurechnen. 

Im Filtrat werden die Purinbasen bestimmt: 


a) Durch Kupferfällung. Das Filtrat samt Waschwasser wird mit 
Natronlauge alkalisch, mit Essigsäure wieder sauer gemacht; nach Er- 
wärmen auf 70-—80° wird 1/,—1 cm: 10°/,ige Essigsäure und 10 cm# 
Braunsteinlösung (um die im Filtrat noch vorhandene Harnsäure zu oxy- 
dieren) zugesetzt und eine Minute umgerührt oder geschüttelt. Jetzt gibt 
man 10 cm: Natriumbisulfitlösung hinzu, welche den überschüssigen Braun- 
stein in Lösung bringt, dann 5—10 cm? der 10°/,igen Kupfersulfatlösung, 
erhält die Flüssigkeit 3 Minuten im Sieden, sammelt den Niederschlag 
durch Filtrieren auf einem Faltenfilterchen, wäscht mit heißem H,O und 
verascht den Niederschlag samt Filter nach Kjeldahl. Man erfährt so den 
Stickstoffgehalt der Purinbasen und rechnet auf die Tagesmenge um. 

b) Durch Silberfällung. Lösungen: 1. Ammoniakalische Silber- 
lösung. Man löst 26 Silbernitrat in überschüssigem Ammoniak und füllt 
die Lösung mit destilliertem Wasser auf 12 auf. 2. Magnesiamischung. Man 
löst 100g kristallisiertes Magnesiumchlorid und 200 9 Ammoniumchlorid 


‘) Man kann die Zersetzung nach meiner Erfahrung ebensowohl durch Einleiten 
von Schwefelwasserstoff in die siedend heiße Lösung vornehmen. 
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in Wasser, fügt NH, bis zum starken Geruch und dann solange Wasser 
hinzu, bis das Ganze 1 beträgt. 3. 6°/,ige Dinatriumphosphatlösung. 

Man verfährt zunächst wie bei a. Die essigsaure Lösung, die den 
überschüssigen Braunstein enthält, wird ammoniakalisch gemacht; zur er- 
kalteten Lösung werden 10cm® der ammoniakalischen Silberlösung und 
Ammoniak bis zur völligen Lösung des ausfallenden Chlorsilbers zugegeben, 
hierauf 10 cm® Dinatriumphosphatlösung und 5 cm: der Magnesiamischung 
hinzugesetzt. Nach zweistündigem Stehen sammelt man den Niederschlag 
auf einem Faltenfilter, wäscht ihn mit destilliertem Wasser möglichst frei 
von Ammoniak, spritzt ihn mit heißem Wasser in einen Rundkolben von 
Jenaer Glas und vertreibt den Rest von NH, durch Kochen unter Zugabe 
von Magnesia usta. Jetzt wird das Ganze nach Kjeldahl verascht und man 
erfährt so die Menge des Purinstickstoffes. 


Es sei noch auf einige Punkte hingewiesen, welche bei der Bestimmung Berück- 
sichtigung verdienen. Es hat sich mir im Tierversuche als notwendig erwiesen, den 
meist etwas trüben, schlecht filtrierenden Urin, namentlich des Kaninchens, des 
Schweines ete., vor Anstellung der Bestimmung mit Schwefelsäure versetzt zu kochen, 
Man füllt den erhaltenen Urin auf ein bestimmtes Quantum (500—1000 cm?) auf, nimmt 
davon 200—400 em? und versetzt ihn mit soviel Schwefelsäure, daß das Gemisch 3- bis 
5%/,ig ist. Nun wird am Rückflußkühler 2—3 Stunden gekocht, sodann mit Natronlauge 
alkalisch, mit Essigsäure wieder sauer gemacht, nochmals zum Sieden erhitzt und nun 
filtriert, wobei der Filter mehrmals tüchtig mit heißem Wasser gewaschen wird. In dem 
so erhaltenen, durch Waschwasser verdünnten Filtrat wird die Bestimmung wie be- 
schrieben ausgeführt. 

Enthält der Urin, wie der der Säugetiere, wenig Purinkörper, so wird weniger Kupfer- 
sulfatlösung zugegeben (20—30 cm®). Es passiert dabei meist, daß beim Kochen neben dem 
geringen flockigen Niederschlag der Kupferoxydul-Purinkörperverbindungen auch freies 
Kupferoxydul feinkörnig ausfällt; dasselbe geschieht im menschlichen Urin, wenn er- 
heblich zu viel Kupfersulfat zugegeben wird. Es schadet das absolut nichts; nur setzt 
sich das Kupferoxydul derart in das Filter, daß es nicht quantitativ abgespritzt werden 
kann. Da aber die flockigen Kupferoxydulniederschläge der Purinkörper sich sehr leicht 
abspritzen lassen, so kann man entweder das im Filter festsitzende freie Kupferoxydul 
vernachlässigen oder man wirft das ganze Filter in das heiße Wasser, zerkleinert es 
durch Zerteilen mit dem Glasstab und Schütteln möglichst ausgiebig und zersetzt nun- 
mehr mit Natriumsulfid. Selbstverständlich muß dann unbedingt mit Hilfe der Saug- 
pumpe abfiltriert werden unter gründlichem Waschen des Rückstandes. 

Wird die Kupfersulfat-Bisulfitmethode zur Bestimmung oder Isolierung von Purin- 
körpern in Organen etc. benutzt, so geschieht die Fällung natürlich in der möglichst 
enteiweißten Lösung. Man gibt dann einen Überschuß von Bisulfit und Kupfersulfat 
zu. Im Filtrat der Purinkörper-Kupferoxydulverbindungen prüft man dann vorsichts- 
halber durch weitere Zugabe von Bisulfit und Kupfersulfat, ob die Fällung eine voll- 
ständige war und wiederholt das Verfahren, wenn nötig, wie angegeben. Richtig an- 
gewandt, ist die Bestimmung eineabsolut einwandsfreie und quantitative. 

Bei Zugabe des Natriumsulfids vermeide man womöglich einen größeren Überschuß. 
Es hält manchmal schwer, die nunmehr angesäuerte Lösung klar zu erhalten. Es gelingt 
jedoch bei einiger Übung trotzdem, ein klares Filtrat zu bekommen. Man muß nur zum 
Zusammenballen des Schwefels tüchtig (eventuell unter Zugabe von 10 cm” verdünnter 
HCl) kochen und die Lösung dabei von Zeit zu Zeit kräftig schütteln. Sollte trotzdem 
das Filtrat einmal grünschwarz getrübt sein, so dampft man es ein, nimmt den Rück- 
stand mit ca. 200 H,O und etwas Natronlauge auf, erhitzt zum Sieden, macht essig- 
sauer, filtriert und wiederholt im Filtrat die Fällung. Jetzt geht alles sicher glatt und 
bei genauem Arbeiten hat man keinerlei Verluste erlitten. 


885 A. Schittenhelm. 


Wenn das salzsaure, die Harnsäure und Purinbasen enthaltende Filtrat, wie z.B. 
beim Kaninchen nach intravenöser Injektion von Nukleinsäure, mehr Basen enthält wie 
Harnsäure, so kann es leicht vorkommen, daß die Trennung der Harnsäure von den 
Basen schlecht gelingt. Es ist besonders das Xanthin, welches, sobald es in erheb- 
licherer Menge vorhanden ist, infolge seiner schlechten Löslichkeit in verdünnter Salz- 
säure der Harnsäure beigemengt bleibt und irrtümlicherweise mitbestimmt wird. Man 
tut dann gut, zur Trockene einzudampfen und den Rückstand nach Direktiven von 
Horbaczewski!) in 2—3 cm” konzentrierter Schwefelsäure, eventuell unter gelindem Er- 
wärmen zu lösen und die Lösung mit der vierfachen Menge Wasser zu versetzen. Nach 
fleißigem Rühren, bis sich die Harnsäure abzuscheiden beginnt, wird die Flüssigkeit 
3—6 Stunden stehen gelassen und nun wie oben weiter verfahren. 


Silberfällung der Harnsäure nach Ludwig-Salkowski. ?) 


Man beachte bei Verwendung dieser Methode die einleitenden Bemer- 
kungen. Bei dieser Fällung wird die Harnsäure als Silberverbindung isoliert. 

Lösungen. Dieselben wie S. 886 unter b. 

Ausführung. Man mischt je 10 cm? der ammoniakalischen Silber- 
lösung und der Magnesiamischung und gibt soviel Ammoniak zu, daß der 
entstandene Niederschlag von Chlorsilber wieder gelöst wird. Diese Lösung 
gibt man unter Umrühren zu 100 cm® Harn, wobei sofort ein Niederschlag 
entsteht, welcher die Purinkörper (Harnsäure und Basen) als Silbermagnesia- 
verbindungen enthält. Nach einstündigem Stehen wird filtriert (am besten 
mit Hilfe der Saugpumpe; doch ist sie nicht unbedingt notwendig). Der 
Niederschlag wird mit Wasser, dem einige Tropfen Ammoniak zugesetzt 
sind, mehrmals gründlich ausgewaschen und dann in ein Becherglas 
quantitativ übergespült. Man zerlegt nun den Niederschlag der Silber- 
magnesiaverbindungen mit Natriumsulfid genau wie bei der Kupfersulfat- 
Bisulfitmethode den Niederschlag der Kupferoxydulverbindungen und ver- 
fährt auch weiter, wie dort angegeben. Statt zum Schluß den Stickstoff- 
gehalt der Harnsäure nach Kjeldahl zu ermitteln, kann man auch die 
ausgefallene Harnsäure auf einem gewogenen Filterchen sammeln, mit 
Wasser, Alkohol, Äther, Schwefelkohlenstoff und wiederum Äther aus- 
waschen, bei 100—110° trocknen und wägen. Für je 10 cm® des wässe- 
rigen Filtrates muß man der gefundenen Harnsäure 0'00048 g zuzählen. 

Die Bestimmung der Purinbasen kann man im Filtrat, wie bereits unter 
der Kupfersulfat-Bisulfitmethode angegeben, ausführen. 


Nach Camerer®) und Arnstein*) verfährt man zu diesem Zweck so, daß man zu 
200 cm? eiweißfreien Urins, bei dessen Mischung auf etwa vorhandenes harnsäurehaltiges 

') J. Horbaczewski, Über die Trennung der Harnsäure von den Xanthinbasen. 
Zeitschr. f. physiol. Öhemie Bd. 18. S. 341 (1894). 

?) Salkowski, Über die Bestimmung der Harnsäure und Kantkiinleeege im Harn. 
Zentralbl. f. d. med. Wissensch. Bd. 32. S. 514 (1894); siehe auch Virchows Arch. Bd.50. 
5.193 (1870) und Bd.52. 8.60. — Maly, Zur Bestimmung der Harnsäure. Pflügers 
Arch. Bd.6. 8.201 (1872). — Ludwig, Eine Methode ‘zur quantitativen Bestimmung 
der Harnsäure. Wiener med. Jahrb. 8.597 (1884). 

°) W. Camerer, Die quantitative Bestimmung der Harnsäure im menschlichen 
Urin. Zeitschr. f. Biolog. Bd. 26. S.89 (1889). 

*) R. Arnstein, Über die Bestimmung der Xanthinbasen im Urin. Zeitschr. f. 
physiol. Chemie. Bd. 23. S. 417 (1897). 
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Sediment, das vorher mit Lauge quantitativ in Lösung zu bringen wäre, zu achten ist, 
in einem Meßzylinder 30 cm? Magnesiamixtur setzt und nun mit 20°/,igem Ammoniak 
auf 300 cm? auffüllt. Man schüttelt die Mischung und filtriert sofort durch ein Falten- 
filter. Vom Filtrat werden 125 cm? (die 100cm® Harn entsprechen) abgemessen und 
10 cm? ammoniakalischer Silberlösung unter Mischung zugeführt. Der Silberniederschlag 
wird sofort auf aschefreiem Papier abgesaugt und das Becherglas mit ammoniakalischem 
Wasser nachgewaschen. Nun saugt man so lange, bis der Niederschlag rissig wird und 
wäscht ihn dann mit Wasser aus, bis die Waschflüssigkeit nicht mehr alkalisch rea- 
giert. Den Niederschlag kocht man dann in einem Kjeldahlkolben mit Wasser und 
etwas Magnesia usta ammoniakfrei und bestimmt ‘dann seinen Stickstoffgehalt nach 
Kjeldahl. Man erfährt so den Stickstoff der gesamten Purinkörper (Harnsäure + Purin- 
basen). In einer anderen Harnsäureportion ist der Harnsäurestickstoff nach Ludwig- 
Salkowski bestimmt worden. Die Differenz beider Werte ergibt den Stickstoffgehalt 
der Purinbasen. 


Ammonfällung der Harnsäure nach Hopkins.‘) 

Prinzip: Sättigung des Urins mit Salmiaksalz fällt nach Hopkins 
die Harnsäure quantitativ als Ammonurat. 

Ausführung: Hopkins sättigt eine bestimmte Portion Urin mit 
Salmiak, filtriert das abgeschiedene Ammonurat ab, wäscht mit gesättigter 
Salmiaklösung aus, führt das Ammonurat durch Erhitzen mit Wasser und 
Salzsäure in freie Harnsäure über und bestimmt diese entweder durch 
Wägung oder durch Titration mit Schwefelsäure und Z',-Kaliumpermanga- 
natlösung (15829 Kaliumpermangant in 12 Wasser). 1cm® Permanganat- 
lösung entspricht 37524 Harnsäure. 

Folinsche Modifikation.?) 300cm3 Urin werden im Meßzylinder 
mit 75cm® Ammonsulfatreagens (5009 Ammonsulfat, 5g Uranacetat und 
60cm? 10°/,iger Essigsäure mit Wasser zu einem Liter gelöst) vermengt 
und ungefähr 5 Minuten absitzen gelassen. Dann wird durch ein Falten- 
filter filtriert. 125 cm® vom Filtrat (= 100 em® Urin ; Doppelbestimmungen!) 
werden unter Umrühren mit 5cm® konzentrierter Ammoniaklösung versetzt 
und bleiben bis zum nächsten Tag stehen. Das ausfallende Ammonnrat 
setzt sich gut am Boden des Becherglases ab. Die überstehende Flüssigkeit 
wird durch ein kleines, glattes, dichtes Filter gegossen, der Niederschlag 
mit einer 10°/,igen Ammonsulfatlösung quantitativ darauf gebracht und mit 
derselben Lösung mehrmals gewaschen. Mit ca. 100 cm® Wasser wird der 
Niederschlag in ein Becherglas gespritzt, 15cm® konzentrierte Schwefel- 
säure zugesetzt und die noch heiße Lösung nunmehr mit z,-Kaliumper- 
manganatlösung titriert. Am Schluß der Titration setzt man immer nur 
2 Tropfen Permanganatlösung auf einmal zu, bis die erste schwache Rosa- 
färbung durch die ganze Flüssigkeit mehrere Sekunden lang bestehen bleibt. 
lcm® der verbrauchten Permanganatlösung entspricht 375 mg Harnsäure. 


') @. Hopkins, Bestimmung der Harnsäure im Harn. Proe. of the Royal Soc. Vol. 52. 
p- 93 (1892); Chem. Zentralbl. 1892. S. 269. 

2) 0. Folin, Eine Wieveieiichine der Hopkinsschen Methode zur Bestimmung der 
Harnsäure im Harn. Zeitschr. f. physiol. Chem. Bd. 24. S. 224 (1898). — 0. Folin und 
Ph. A. Schaffer, Über die quantitative Bestimmung der Harnsäure im Harn. Zeitschr. f. 
physiol. Chemie. Bd. 32. S. 552 (1900). 
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Der gefundenen Harnsäuremenge zählt man 3mg für je 100cm® Harn 
zu, um der Löslichkeit des Ammonurats Rechnung zu tragen. 

Wörners Modifikation.') In 150cm® filtrierten Urins, dessen Azi- 
dität nicht mehr als höchstens 3cm® Normalsäure für 150 cm3 betragen 
darf und der, falls sie höher ist, vorher neutralisiert werden muß, werden 
unter Erwärmen auf 40—45°C 309g Chlorammon aufgelöst. Nach \/, bis 
1 Stunde, in welcher Zeit alle Harnsäure als Ammonurat ausfällt und sich 
zum größten Teil zu Boden setzt, gießt man die über dem Niederschlag 
stehende trübe Flüssigkeit in ein zweites Gefäß, bringt den Niederschlag 
auf ein Filter, und filtriert nun die Mutterlauge durch das so gedichtete 
Filter. Auf diese Weise vermeidet man den Durchtritt des Niederschlages 
durchs Filter und erhält ein klares Filtrat. Etwa noch zurückbleibendes 
Ammonurat wird mit der Mutterlauge aufs Filter gebracht. Dann wird der 
Niederschlag mit 10°/,iger Ammonsulfatlösung gründlich bis zur Chlorfrei- 
heit ausgewaschen; nun wird er auf dem Filter in 1—2°/,iger heißer 
Natronlauge gelöst und das Filter mehrmals mit heißem Wasser nach- 
gewaschen. Filtrat und Waschwasser werden in eine Schale gebracht und 
auf dem Wasserbad, bis alles Ammoniak weg ist, erhitzt, dann in einen 
Kjeldahlkolben gebracht und der Harnsäurestickstoff nach Kjeldahl ermittelt. 


B. Isolierung und Identifizierung der Harnsäure und Purinbasen 
im Urin. ?) 

Bei dem geringen Gehalt des Urins an Purinbasen ist es notwendig, große 
Mengen (mindestens 300 !) zu verarbeiten. Man fällt dann jede einzelne Portion und 
sammelt die erhaltenen Niederschläge zur gemeinsamen weiteren Verarbeitung. 

Wie S. 885 beschrieben, wird der Harn siedend heiß mit Natrium- 
bisulfit und Kupfersulfat ausgefällt, die Kupferoxydulverbindungen abfil- 
triert, mit heißem Wasser gewaschen und abgespritzt. Der in heißem Wasser 
suspendierte Niederschlag wird erwärmt, mit Ammoniak schwach alkalisch 
gemacht, dann mit Salzsäure bis zur starksauren Reaktion versetzt, durch 
Schwefelwasserstoffgas zerlegt und die Lösung heiß filtriert. Die Haupt- 
menge der Harnsäure bleibt dabei auf dem Filter. 

Das salzsaure Filtrat wird durch möglichst wenig Tierkohle entfärbt. 
Wenn es angeht, unterbleibt die Behandlung mit Tierkohle besser, da die- 
selbe beträchtliche Mengen der Basen zurückhält, zu deren Wiedergewin- 
nung mehrmaliges Auskochen mit verdünnter Salzsäure nötig ist. 

Die Lösung wird nunmehr auf dem Wasserbade möglichst weit ein- 
gedampft, zum Schlusse bei niederer Temperatur und unter häufigem Um- 
schwenken der Schale oder besser während Darüberleiten eines kräftigen 
Luftstromes. Die im sirupösen Rückstand noch reichlich vorhandene Salz- 
säure wird durch zweimaliges Eindampfen mit Wasser und schließlich durch 


!) E, Wörner, Ein einfaches Verfahren zur Bestimmung der Harnsäure auf Grund 
der Fällung als Ammonurat. Zeitschr. f. physiol. Chemie. Bd.29. S. 70 (1900). 

?) M. Krüger und @. Salomon, Die Alloxurbasen des Harns. Zeitschr. f. physiol. 
Chemie. Bd. 26. S. 350 (1898/99). 
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Eindampfen mit 96°/,igem Alkohol der Hauptmenge nach entfernt, bis die 
Masse grobpulverig geworden ist. Dieselbe wird mit Wasser bei 40° dige- 
riert, nach mehrstündigem Stehen abfiltriert, mit Wasser salzsäurefrei, 
dann mit Alkohol und Äther gewaschen. Das Filtrat kann nochmals ein- 
gedampft und in derselben Weise behandelt werden; es bleibt aber beim 
Digerieren mit Wasser nur ein geringer Rückstand, der mit dem ersten 
vereinigt wird. 

Der ungelöste Teil (Xanthinfraktion) besteht aus Xanthin, 
Heteroxanthin und 1-Methylxanthin; in die wässerige Lösung 
(Hypoxanthinfraktion) gehen über: Epiguanin, Adenin, Hypoxan- 
thin und Paraxanthin sowie eine geringe Menge von Heteroxanthin und 
1-Methylxanthin. 

a) Xanthinfraktion: Trennung von Heteroxanthin, Xanthin 
und 1-Methylxanthin. Das Gemenge der drei Basen wird in der fünf- 
zehnfachen Menge 3°3°/,iger, salzsäurefreier Natronlauge heiß) gelöst. Inner- 
halb 24 Stunden scheidet sich das Natriumsalz des Heteroxanthins in 
reinem Zustand und fast vollständig aus. Je 60 em? des auf 60° erwärmten 
Filtrates werden in ein vorher aufgekochtes kaltes Gemisch von 20 em? 
konzentrierter Salpetersäure und 20 em® Wasser langsam und unter Um- 
rühren eingetragen. Hierbei wird der Rest der Harnsäure, welcher mit den 
Purinbasen in Lösung gegangen war, zerstört und innerhalb mehrerer Stunden 
scheidet sich beim Stehen in der Kälte salpetersaures Xanthin aus. 
Erweist sich dasselbe unter dem Mikroskop noch nicht als rein, so neutra- 
lisiert man je 39 des lufttrockenen Rohproduktes unter Zugabe von wenig 
Wasser mit Natronlauge, erwärmt, löst das freie Xanthin durch mehr Lauge, 
verdünnt auf 60 cm® und behandelt die auf 60° erwärmte Lösung wie oben. 
Reines salpetersaures Xanthin setzt sich als schweres Kristallpulver in aus 
Blättchen bestehenden Drüsen ab. Zur Darstellung des freien Xanthins 
wird die ammoniakalische Lösung des Nitrates eingedampft, wobei sich 
die Base in amorphen Krusten abscheidet. Das 1-Methylxanthin wird 
aus dem salpetersauren Filtrate vom Xanthinnitrat durch Übersättigen mit 
Ammoniak und Eindampfen als atlasglänzende Masse, aus mikroskopischen 
Blättchen bestehend, erhalten. Der Rest kann durch ammoniakalische Silber- 
lösung oder als Kupferoxydulverbindung gefällt werden. 

b) Hypoxanthinfraktion: Trennung von Epiguanin, Adenin, 
Hypoxanthin und Paraxanthin. Die salzsaure, vom Xanthin und seinen 
Homologen abfiltrierte Lösung scheidet auf Zusatz von Ammoniak in ge- 
geringem Überschuß sofort das Epiguanin in kleinen glänzenden Prismen 
aus. Das Filtrat wird durch Erhitzen vom Ammoniak befreit, die nicht zu 
konzentrierte Lösung in der Kälte vorsichtig mit 1'1°/,iger Pikrinsäure- 
lösung im geringen Überschuß versetzt und das Adeninpikrat (siehe 
5.895) sofort mit einer Saugvorrichtung abfiltriert. Nachdem das mit 
Schwefelsäure versetzte Filtrat durch Ausschütteln mit Benzol oder Toluol 
von überschüssiger Pikrinsäure befreit ist, wird die Gesamtmenge der noch 
vorhandenen Basen durch Kupfersulfat und Bisulfit oder ammoniakalische 
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Silberlösung gefällt, der Niederschlag durch Schwefelwasserstoffgas zersetzt 
und die wässerige Lösung der Basen eingedampft. Je 3g des trockenen 
rückstandes werden in 100 cm? heißer verdünnter Salpetersäure (90 cm? 
Wasser + 10 cm? konzentrierter Salpetersäure) gelöst. Beim Erkalten scheidet 
sich Hypoxanthinnitrat in reinem Zustand aus (siehe S. 897). 

Das Filtrat von diesem Körper enthält neben geringen Mengen Hypo- 
xanthin noch den Rest von Heteroxanthin und 1-Methylxanthin sowie das 
Paraxanthin. Zu ihrer Trennung hat man die beschriebene Methode von 
Anfang an noch einmal in etwas einfacherer Weise zu wiederholen. Die 
Basen werden aus dem Filtrat als Kupferoxydul- oder Silberverbindungen 
gefällt und aus den Niederschlägen in der üblichen Weise isoliert. Die 
salzsaure Lösung derselben wird eingedampft und der Rückstand, wie oben 
angegeben, mit möglichst wenig kaltem Wasser extrahiert. Ungelöst bleiben 
Heteroxanthin und 1-Methylxanthin, welche durch 3°3°/,ige Natronlauge 
getrennt werden. Das Filtrat enthält Hypoxanthin und Paraxanthin. Aus 
dieser Flüssigkeit werden die Basen, um sie salzsäurefrei zu erhalten, 
wieder in Form ihrer Silber- und Kupferoxydulverbindungen niederge- 
schlagen und isoliert. Der Rückstand der (säurefreien) Basenlösung wird in 
der 15fachen Menge 10°/,iger Natronlauge gelöst. Beim Erkalten (am besten 
im Eisschrank) scheidet sich das Paraxanthinnatrium aus, aus welchem 
das freie Paraxanthin am besten durch Neutralisation der Lösung mit 
Essigsäure gewonnen werden kann. Aus dem Filtrat des Paraxanthins kann 
man endlich den letzten Rest Hypoxanthin gewinnen und, wie oben ange- 
geben, als salpetersaures Salz identifizieren. 

Guanin wurde von Krüger und Salomon im Harn nicht gefunden. Es könnte 
jedoch darin vorkommen. Es wird das, da sein salzsaures Salz nur zum Teil in Wasser 
disoziiert wird, aller Wahrscheinlichkeit nach in der Xanthin- und Hypoxanthin- 
fraktion gefunden werden. Da das Guanin in Ammoniak unlöslich ist, so wird die 
Xanthinfraktion dasselbe, mit Ammoniak behandelt, ungelöst zurücklassen; in der Hypo- 
xanthinfraktion wird es zugleich mit Epiguanin durch Ammoniak ausgeschieden und 
kann von letzterem durch Behandeln mit heißem Wasser oder heißem verdünnten Am- 
moniak getrennt werden. 

Anhang. Bestimmung von Koffein und Theobromin im Urin.!) 
Koffein und Theobromin können nach reichlicher Verfütterung im Urin aus- 
geschieden werden. Da beide weder durch ammoniakalische Silberlösung noch 
durch Kupferoxydulsalze gefällt werden, so wird zur Isolierung dieser Basen 
der Harn mit Schwefelsäure angesäuert und mit Phosphorwolframsäure 
behandelt, so lange noch ein Niederschlag entsteht. Derselbe wird in der 
Kälte mit Barytwasser zersetzt, darauf Kohlensäure eingeleitet und jetzt 
erst die Flüssigkeit auf dem Wasserbad erwärmt und heiß filtriert. Im 
Hundeurin scheidet sich aus dem eingeengten Filtrat auf Zusatz von 
Schwefelsäure Kynurensäure aus. Im Filtrat werden Koffein und Theobromin 
von den anderen Purinbasen mit Hilfe von Kupfersulfat und Bisulfit ge- 


') M. Krüger, Über den Abbau des Kaffeins im Organismus des Hundes. Ber. d. 
Deutsch. chem. Ges. Jg. 32. H. 15. S. 2818 (1899). 


» 
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trennt (Trennung durch ammoniakalische Silberlösung nicht zu gebrauchen!). 
Das Filtrat von den Basen-Kupferoxydulverbindungen, welches das Theo- 
bromin und Koffein enthält, wird durch Schwefelwasserstoff vom Kupfer 
befreit und nach dem Eindampfen auf ein geringes Volum mit Chloroform 
vollkommen erschöpft. Der Rückstand der chloroformischen Lösung, in 
Wasser gelöst, gibt (bei Anwesenheit von Theobromin) auf Zusatz von 
Silbernitrat eine Fällung, welche durch Ammoniak zunächst vermehrt, durch 
einen kleinen Überschul desselben aber sofort gelöst wird. Nach dem Weg- 
kochen des Ammoniak wird das Theobrominsilber von der erkalteten Flüssig- 
keit abfiltriertt und das Filtrat, welches mit Salzsäure angesäuert war, 
wiederum mit Chloroform extrahiert. Der Rückstand des chloroformischen 
Auszugs enthält das Koffein. 

Die Methode ist nach meiner Erfahrung auch sehr wohl brauchbar 
zur Gewinnung dieser Körper aus Organextrakten etc., die natürlich zuvor 
enteiweißt werden müssen. Man erhält quantitative Resultate. 


Bestimmung der Purinbasen in den Fäzes. 


Harnsäure findet sich nur im Mekonium. In den Fäzes ist es nie 
vorhanden, vorausgesetzt, daß denselben nicht Urin beigemengt ist. 


4. Quantitative Methode.) 


Der Kot (feucht oder getrocknet) wird zunächst durch Kochen mit 
verdünnter Schwefelsäure aufgeschlossen. Zu diesem Zweck erhitzt man 
denselben je nach der Menge in 1—271 Wasser, dem 10-20 em3 konzen- 
trierter Schwefelsäure zugefügt sind, mehrere Stunden über freiem Feuer. 
Die schwefelsaure Lösung wird durch Natronlauge deutlich alkalisch, dann 
mit 10 resp. 20 cm? Eisessig sauer gemacht und kurze Zeit auf dem Wasser- 
bade erhitzt. Gleichzeitig werden zur Ausfällung des Kalkes 5 resp. 109g 
Oxalsäure hinzugegeben. Nach dem Erkalten der Flüssigkeit wird sie auf 
ein bestimmtes Volumen, 1500 resp. 3000 cm3, aufgefüllt, durch ein trockenes 
Faltenfilter vom körnigflockigen, sich leicht absetzenden Niederschlag ab- 
filtriert und ein gemessener Teil des Filtrates zur Basenbestimmung ver- 
wendet. In den Fällen jedoch, wo der Niederschlag sehr groß erscheint, 
empfiehlt sich auch hier ein Auswaschen, indem man denselben mit heißem 
Wasser vom Filter spritzt, was leicht vonstatten geht, und noch einmal 
mit Natriumacetat und essigsaurem Wasser digeriert. Die vereinigten 
Filtrate brauchen nicht eingedampft zu werden; man nimmt nur für die 
weitere Behandlung entsprechend größere Mengen in Arbeit. 

Ein gemessener Teil des essigsauren Filtrates, mindestens 500 em}, 
wird in einem Rundkolben zunächst mit Natronlauge schwach alkalisch ge- 
macht; dann gibt man pro 100 cm3 je 10 cm# käufliche 40°/,ige Natrium- 
bisulfitlösung hinzu und erhitzt zum Sieden. Die heiße Flüssigkeit versetzt 


') M. Krüger und A. Schittenhelm, Die Menge und Herkunft der Purinkörper in 
den menschlichen Fäzes. II. Mitt. Zeitschr. f. physioi. Chem. Bd. 45. S.14 (1905). 
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man weiterhin pro 100 em3 mit je 10 em® 10°/,iger Kupfersulfatlösung und 
erhält sie noch wenigstens 3 Minuten im Sieden. Der flockige Niederschlag 
wird sofort durch ein Faltenfilter filtriert, mit heißem Wasser ausgewaschen 
und möglichst bald, um ein Auftrocknen desselben auf das Filter zu ver- 
hüten, mit heißem Wasser in den Fällungskolben zurückgespritzt. Man kann 
auch zweckmäßig den Niederschlag mitsamt dem Filter in den Kolben 
zurückbringen. Durch kräftiges Schütteln des Kolbeninhaltes mit Wasser 
wird der Kupferniederschlag so fein verteilt, daß die zersetzenden Mittel, 
Schwefelwasserstoff resp. Natriumsulfid, um so besser einwirken können. 
In jedem Fall wird die den Niederschlag enthaltende Flüssigkeit zum 
Sieden erhitzt und der Niederschlag darin heiß zerlegt (bei Verwendung 
von Natriumsulfid unter mehrere Minuten fortgesetztem Kochen). Dann 
säuert man mit 10°/,iger Essigsäure an, setzt das Sieden fort, bis das 
Kupfersulfid sich leicht in Flocken zusammenballt und die überstehende 
Flüssigkeit möglichst klar ist. Nachdem der Niederschlag von Kupfersulfid 
durch ein Saugfilter abfiltriert und mit heißem Wasser ausgewaschen ist, 
dampft man das Filtrat unter Zusatz von 10 cm? 10°/,iger Salzsäure bis 
zur Trockene ein. Der Rückstand wird, um die Basen wieder in Lösung zu 
bringen, mit 5 cm® Salzsäure und etwas Wasser auf dem Wasserbad digeriert. 

Nach dem Erkalten filtriert man von dem geringen, aus Schwefel 
und braunen humusartigen Flocken bestehenden Rückstand ab und wäscht 
ihn mehrmals mit Wasser aus. In dem Filtrat, welches ca. 80 cm® beträgt, 
können die Basen mit Hilfe der Kupfer- oder Silberlösung bestimmt werden. 
Die Fällungen geschehen in derselben Weise, wie es für den Harn be- 
schrieben wurde (siehe S. 885, dort auch die notwendigen Lösungen), nur 
daß hier bei Abwesenheit von Harnsäure die Oxydation derselben mit 
Braunstein in essigsaurer Lösung wegfällt. 

Am besten wendet man die Kupferfällung an. Das Filtrat wird zum 
Sieden erhitzt, mit Ammoniak schwach alkalisch gemacht und mit 10 cm3 
Natriumbisulfitlösung angesäuert. Dann fügt man 5—10 cm 10°/,ige Kupfer- 
sulfatlösung hinzu, erhält die Flüssigkeit noch 3 Minuten im Sieden, filtriert 
durch ein Faltenfilter aus schwedischem Papier von J. H. Munktell Nr. 1, 
wäscht den Niederschlag mit heißem Wasser aus und bestimmt den Stick- 
stoffgehalt desselben nach Kjeldahl. Daraus berechnet sich die Menge des 
Basenstickstoffes. 

Nach derselben Methode kann auch in Organen, Nahrungsmitteln etc, die man 


natürlich vor dem Aufschließen mit verdünnter Schwefelsäure (3—5°/,) mit der Hack- 
maschine fein zerkleinern muß, der Purinbasengehalt bestimmt werden. 


B. Darstellung und Identifizierung der Purinbasen.!) 


Um den Nachweis sicher zu gestalten und genügend große Mengen 
zur Analyse zu erhalten, muß man die Fäzes von mehreren Wochen ver- 


!) M. Krüger und A. Schittenhelm, Die Purinbasen der Fäzes. Zeitschr. f. physiol. 
Chem. Bd. 35. S. 153 (1902). 
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arbeiten. Man muß ferner jeden Tag die Fäzes ganz frisch, da die Fäulnis 
die Basen rasch umwandelt und zerstört, sofort verarbeiten; man kann 
sie auch zur Trockene eindampfen und die getrockneten und pulverisierten 
Fäzes später vereint ebenso behandeln. 

Die Tagesmenge an Kot wird mit 27 Wasser und 15 em® konzen- 
trierter Schwefelsäure mehrere Stunden (2—3) über freier Flamme ge- 
kocht; dann wird die Lösung mit Natronlauge alkalisch und mit Essig- 
säure wieder sauer gemacht und nach dem Erhitzen filtriert. Im Filtrat 
werden die Basen wie bei der quantitativen Bestimmung mit Kupfersulfat 
und Bisulfit gefällt. Die Kupferoxydulniederschläge werden gesammelt, bis 
eine genügende Menge vorhanden ist. 

Die gut ausgewaschenen, vereinigten Kupferoxydulniederschläge werden 
dann, in heißem Wasser suspendiert, durch Schwefelwasserstoff zerlegt. 
Nachdem etwas Schwefelsäure zugefügt wurde, um etwa ausgeschiedenes 
Guanin in Lösung zu bringen, wird vom Kupfersulfid abfiltriert. Wenn das 
Filtrat noch stark gefärbt ist, kann es in der Wärme so lange mit 
basischem Bleiacetat behandelt werden, bis die über dem Niederschlag 
stehende Flüssigkeit nur mehr eine hellgelbe Farbe zeigt. Das Filtrat wird 
zunächst mit Natronlauge schwach alkalisch gemacht, dann mit 100 cm3 
Natriumbisulfitlösung versetzt und vom entstandenen Niederschlag wiederum 
durch Filtrieren befreit. Aus der auf diese Weise erhaltenen Lösung werden 
die Basen nochmals durch Hinzufügen von Kupfersulfat ausgefällt. 

Die Lösung der auf diese Weise erhaltenen Basen ist nur noch wenig 
gefärbt und bereitet bei der Isolierung der Basen keine Schwierigkeiten. 
Sie wird bis auf etwa 150 em3 eingedampft und in der Wärme mit 30 em3 
10°/,igen Ammoniaks im Überschuß versetzt. Der sofort entstandene Nieder- 
schlag von Guanin wird nach 24stündigem Stehen abfiltriert, noch ein- 
mal mit 2°/,igem Ammoniak in der Wärme digeriert, nach weiteren 
24 Stunden wiederum abfiltriert und endlich zur Reinigung in verdünnter 
Natronlauge gelöst und durch Ansäuern der alkalischen Lösung mit Essig- 
säure wieder ausgefällt. Die Hauptmenge des Guanins wird zur Identifizierung 
in das in langen Prismen kristallisierende Sulfat (6, H,;,N,0.H,S0,+2H, 0) 
übergeführt und als solches analysiert. 

Die ammoniakalischen Filtrate vom Guanin werden nach Entfernung 
des Ammoniaks mit Salzsäure zur Trockene eingedampft und der Rück- 
stand zur Beseitigung der überschüssigen Salzsäure noch einmal mit Wasser, 
dann mehrere Male mit Alkohol eingetrocknet. 

Die Lösung der salzsauren Salze wird nunmehr nach Verdünnen mit 
Wasser auf etwa 150 cm® mit einer gesättigten Lösung von Natriumpikrat 
solange versetzt, als noch ein weiterer Zusatz des Fällungsmittels zu einem 
Teil des Filtrates sofort eine Trübung erzeugt. Der Niederschlag des 
pikrinsauren Adenins (C, H,N,.C, H, [NO,]; OH) wird sogleich mit Hilfe 
einer Saugvorrichtung abfiltriert. Das so erhaltene Adeninpikrat ist noch 
nicht rein, da das Natriumpikrat auch die Farbstoffe mitfällt. Zur exakten 
Feststellung des Gehaltes an Adenin empfiehlt es sich, in einem genau ab- 

Abderhalden, Handbuch der biochemischen Arbeitsmethoden. III. 57 
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gewogenen Teil des lufttrockenen Präparates den Basengehalt mit Hilfe 
der Kupferoxydulfällung zu ermitteln und den Stickstoff dieser Fällung 
auf Adenin umzurechnen. — Zur Reinigung für die Identifizierung wird 
das Adeninpikrat in heißem Wasser unter Zusatz der berechneten Menge 
Normalnatronlauge gelöst, dann die der Lauge entsprechende Menge Normal- 
salzsäure hinzugefügt und diese Lösung in der Hitze mit Tierkohle behan- 
delt. Aus dem Filtrat scheidet sich dann beim Erkalten das Adeninpikrat 
in langen glänzenden Nadeln ab. Da von den natürlich vorkommenden 
Purinbasen nur vier, nämlich Guanin, Adenin, Hypoxanthin und Epiguanin, 
Pikrate geben, welche sich zum Teil schon durch ihre Kristallform von- 
einander unterscheiden, von denen außerdem die des Adenins und Epi- 
guanins bei bestimmten Temperaturen liegende Zersetzungspunkte haben, 
so ist zur Identitätsbestimmung des Adeninpikrates eine Analyse nicht 
unbedingt notwendig und es genügt die Ermittlung des Zersetzungs- 
punktes. Derselbe liegt bei 281°. Vermengt man das vorliegende Produkt 
mit reinem Adenin anderer Herkunft, so darf sich der Schmelzpunkt nicht 
verändern. 

Der Rest der neben Guanin und Adenin vorhandenen Basen wird 
aus dem Filtrate von Adeninpikrat durch Kupfersulfat und Natriumbisulfit 
gefällt. Der gut ausgewaschene Niederschlag (mehrmaliges Auskochen) 
liefert nach dem Zersetzen mit Schwefelwasserstoff ein Basengemenge, 
welches aus Xanthin und Hypoxanthin besteht. Nach dem Entfärben 
durch Tierkohle wird das Gemenge mit Salzsäure eingedampft und der 
Überschuß von Säure in der eben angegebenen Weise beseitigt. Die Lösung 
des Rückstandes, welcher neben den salzsauren Salzen freies Xanthin ent- 
hält, in wenig Wasser, scheidet nach längerem Stehen im Eisschrank 
Xanthin aus. Das Filtrat hinterläßt nach dem Eindampfen einen Rück- 
stand, welcher der Hauptsache nach aus salzsaurem Hypoxanthin neben 
den Spuren in Lösung gebliebenen Xanthins besteht. 

Das Xanthin löst man unter Erwärmen in einem kleinen Überschuß 
von Normalnatronlauge, verdünnt etwas mit Wasser und filtriert die auf 
60° erwärmte Lösung langsam in ein vorher aufgekochtes kaltes Gemisch 
von 20 cm? konzentrierter Salpetersäure und 20 cm3 Wasser unter stän- 
digem Umrühren. Reines salpetersaures Xanthin scheidet sich als schweres 
Kristallpulver in charakteristischer Kristallform (aus feinen Blättchen be- 
stehende Drüsen) ab. Löst man das Xanthinnitrat in Ammoniak und engt 
stark ein, so erhält man das Xanthin als schuppige Haut. Zur Analyse 
filtriert man dieses ab, wäscht mit Alkohol und Äther und trocknet bei 
100°; eventuell muß es nochmals über das Nitrat in gleicher Weise ge- 
reinigt werden. Ist das Xanthin zu wenig zur Analyse, so löst man es im 
Ammoniak, gibt ammoniakalische Silberlösung zu, wobei ein gallertiger 
Niederschlag von C,H,N,0,.Ag,O ausfällt, der sich in Salpetersäure löst 
und salpetersaures Xanthinsilberoxyd C,H, N, 0,.Ag NO, gibt, welches sich 
bei Verdünnung langsam in charakteristischen kugligen Aggregaten kleiner 
Nadeln abscheidet. 
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Das Hypoxanthin wird zunächst mit Hilfe seines pikrinsauren 
Salzes gereinigt, weil bei Überführung in das salpetersaure Salz zu be- 
fürchten ist, daß das noch beigemengte Xanthin durch die Salpetersäure 
gleichfalls mit niedergeschlagen wird. Man verfährt in folgender Weise: 
Das salzsaure Hypoxanthin wird zusammen mit einem kleinen Überschuß 
freier Pikrinsäure in etwa 50cm? heißem Wasser gelöst. Beim Abkühlen 
trübt sich die Lösung eleichmäßig, wenn noch Adenin vorhanden war. Die 
Trübung ballt sich beim Schütteln der Flüssigkeit leicht in Flocken zu- 
sammen, welche sofort mit einer Saugvorrichtung abfiltriert werden. Das 
klare Filtrat scheidet dann nach dem Einengen und Erkaltenlassen das 
Hypoxanthinpikrat (C,H,N,0.C,H,[NO,];, OH) in makroskopischen tafel- 
förmigen Kristallen aus, welche mit keinem Pikrat einer anderen Purin- 
base zu verwechseln sind. Zur Überführung in das salpetersaure Salz wird 
das Pikrat in Wasser unter Zusatz von Salpetersäure gelöst und die 
Pikrinsäure durch Ausschütteln mit Benzol oder Toluol entfernt. Beim 
Eindampfen der salpetersauren Lösung scheidet sich dann das Nitrat 
(C,H,N,O.HNO, + H, OÖ) in wetzsteinförmigen Kristallen aus. Dieses Salz 
kann zur Analyse benutzt werden. 

Diese Methode kann auch zur Bestimmung und Identifizierung der 
Purinbasen in Organen, wie Muskeln, Pankreas, Milz ete., benutzt werden. Je nach 
der in ihnen vorhandenen Purinbasenmenge nimmt man davon /,, 1, 2 und mehr Kilo- 
gramme. Dieselben werden mit der Fleischhackmaschine fein zerkleinert, in Portionen 
von !/, kg in je 22 3—4°/,iger Schwefelsäure suspendiert und ca. 4—5 Stunden am 
Rückflußkühler über freier Flamme gekocht. Dann wird genau so verfahren wie bei 
den Fäzes. 

Nach Entfernung des Guanins kann man dabei versuchen, ob aus der Lösung 
des aus den salzsauren Salzen der Basen bestehenden Gemenges entsprechend dem 
Trennungsverfahren von Krüger und Salomon (siehe S. 890) sich nach mehrstündigem 
Stehen im Eisschrank Xanthin ausscheidet. Fällt es aus, so wird es abfiltriert und mit 
dem Rest des später noch gefundenen Xanthins zusammen verarbeitet. 


B. Allantoin. 


Als Allantoinbestimmung wurde seither ‘zumeist die von Loewi an- 
gegebene und auf der Fällung mit Silbernitrat bei schwach alkalischer 
Lösung beruhende Methode benutzt. Sie hat sich jedoch namentlich in 
quantitativer Hinsicht nicht bewährt. In neuester Zeit ist nun von Wie- 
chowski") ein Verfahren ausgearbeitet worden, welches für Säugetierurin 
(Hund, Kaninchen, Schwein etc.) brauchbare Resultate gibt und relativ einfach 
zu handhaben ist. Allerdings gibt sie nach meiner Erfahrung am Hundeurin 
etwas zu hohe Werte; doch ist der Fehler so gering, daß er praktisch kaum 
in Betracht kommt.) Immerhin kann er, wie Abderhalden und Einbeck ®) 


') W. Wiechowski, Die Bedeutung des Allantoins im Harnsäurestoffwechsel. Hof- 
meisters Beitr. Bd.9. S. 109 (1908). 

2) A. Schittenhelm, Über die Umsetzung verfütterter Nukleinsäure beim Hunde unter 
normalen und pathologischen Bedingungen. Zeitschr. f. physiol. Chemie. Bd. 62. S. 80 (1909). 

®) L. Abderhalden und H. Einbeck, Studien über den Abbau des Histidins im Or- 
ganismus des Hundes. Zeitschr. f. physiolog. Chemie. Bd. 62. S. 322 (1909). 
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betonen, unter Umständen (z. B. bei Verfütterung von Histidinmonochlor- 
hydrat) einen störenden Grad erreichen, weshalb sie die Methode abänderten 
durch Kombination mit einer ebenfalls von Wiechowski angegebenen spä- 
teren Methode.) Die letztere arbeitete Wiechowski vor allem für mensch- 
lichen Urin aus, da für ihn seine frühere Methode, wie er selbst erkannte, 
nicht brauchbar ist, indem andere stickstoffhaltige Körper dem Allantoin- 
quecksilberniederschlag sich beimengen und, obwohl im menschlichen Urin 
höchstens Spuren von Allantoin (3—4mg in 12) anzutreffen?) sind, eine 
reichliche Allantoinausscheidung vorgetäuscht wird. Die neue Methode ist 
für den menschlichen Urin namentlich zum Nachweis von Allantoin durch 
Darstellung desselben gut brauchbar; zur quantitativen Bestimmung, wobei 
der Stickstoffgehalt des Quecksilber-Allantoinniederschlags als Maß für die 
ausgeschiedene Allantoinmenge eruiert wird, ist auch sie für den menschlichen 
Urin zunächst noch nach meiner Erfahrung nur mit Vorsicht zu verwerten. 


Wiechowskis Methode zum Nachweis von Allantoin im 
Tierharn. 


Prinzip. Die Methode beruht auf der Fällung des Allantoins durch 
Quecksilberacetatlösung bei Anwesenheit von viel Natriumacetat. 

Erforderliche Chemikalien. 1. 8°/,ige Schwefelsäure; 2. 10°/,ige 
Phosphorwolframsäure (Merck); 3. Bleikarbonat; 4. Bleiacetatlösung; 5. Silber- 
acetatlösung; 6. Quecksilberacetatlösung, welche dargestellt wird, indem 
käufliches essigsaures Quecksilber (Merck) zu 1°/, in Wasser gelöst, bis 
zur Sättigung reines Natriumacetat eingetragen und mit Wasser soweit 
verdünnt wird, daß der Gehalt an Quecksilberacetat 0'5°/, beträgt. 

Ausführung. Von dem auf ein bestimmtes Volumen aufgefüllten 
Urin nimmt man eine genau abgemessene, nicht zu kleine Menge (vom 
Kaninchenurin ca. die Hälfte, vom Hundeurin ein Drittel der Tagesmenge; 
beide werden vorher gehörig verdünnt. Kaninchenurin auf ca. 150, Hunde- 
urin auf 300; doch kann man beruhigt stärker verdünnen und eventuell 
weniger zur Allantoinbestimmung nehmen, wenn man auf andere Harn- 
bestandteile gleichfalls analysieren will). 

Für die Allantoinbestimmung werden 100 em: mit 10 cm3 etwa 8°/,iger 
Schwefelsäure versetzt, mit der gerade ausreichenden (durch Austasten 
vorher ermittelten) Menge 10°/,iger Phosphorwolframsäure in einen Meß- 
kolben von passender Größe (250—300 cm?) gefüllt und mit Wasser bis 
zur Marke ergänzt. Nach mindestens einstündigem Stehen wird durch ein 
dichtes Faltenfilter in eine Schale filtriert und das klare, meist tiefdunkel 
gefärbte Filtrat unter Verreiben so lange mit Bleikarbonat versetzt, bis 


1) W. Wiechowski, Das Vorhandensein von Allantoin im normalen Menschenurin 
und seine Bedeutung für die Beurteilung des menschlichen Harnsäurestoffwechsels. 
Biochem. Zeitschr. Bd. 19. S. 368 (1909). 

2) W. Wiechowski, 1.c.; A. Schittenhelm und K. Wiener, Über das Vorkommen 
und die Bedeutung von Allantoin im menschlichen Urin. Zeitschr. f. physiol. Chemie. 
Bd. 63. S. 283 (1909). 
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keine Kohlensäureentwicklung mehr stattfindet und die Flüssigkeit nur 
schwach oder gar nicht sauer mehr reagiert.!) Hierauf wird von den un- 
gelösten Bleisalzen auf der Nutsche scharf abgesaugt, ein rundes (mit der 
Pipette abgemessenes), möglichst großes Volumen des manchmal noch 
schwach blaugefärbten, aber stets neutralen Filtrates, wenn es sich an 
einer vorher angestellten Probe als nötig erweist, was keineswegs immer 
der Fall ist, unter Vermeidung eines Überschusses mit der durch Aus- 
tasten ermittelten Menge Bleiessiglösung im Meßkolben gefällt und das 
fehlende Flüssigkeitsvolumen durch Wasser ersetzt. Das Filtrat von der 
Bleifärbung wird mit Schwefelwasserstoff behandelt und das Filtrat vom 
Bleisulfid mit der Luftpumpe vom gelösten Schwefelwasserstoff befreit. Bei 
Anwesenheit von Chlor wird dann ein aliquoter runder Teil (wieder mit 
der Pipette abzumessen) dieses von freier Essigsäure sauren Filtrates, wenn 
nötig, mit Silberacetatlösung zur Entfernung des Chlors wieder im Meß- 
kolben gefällt und Wasser bis zur Marke nachgegossen. Das Filtrat vom 
Chlorsilber wird in derselben Weise wie das von der Bleifällung mit Schwefel- 
wasserstoff und das vom ausgeschiedenen Silbersulfid mit Luft behandelt. 
In diesem essigsauren letzten Filtrat überzeugt man sich stets von der 
Vollständigkeit der vorgenommenen Fällungen durch Versetzen kleiner 
Portionen mit Phosphorwolframsäure, Bleiessig und Silbernitrat. Fallen diese 
Reaktionen absolut negativ aus, so wird in zwei runden aliquoten Teilen 
nach vorausgegangener genauester (sehr wichtig!) Neutralisation mit chlor- 
freier (aus Natrium bereiteter) Natronlauge die Allantoinfällung mit einer 
reichlichen Menge der Quecksilberacetat-Natriumacetatlösung vorgenommen. 
Nach mindestens einstündigem Stehen 2) werden die gebildeten Nieder- 
schläge aufs Filter gebracht, wobei man in einer Filtratprobe sich durch 
weiteren Reagenz- bzw. Allantoinzusatz von der Vollständigkeit der Fällung 
überzeugt, und bis zum Verschwinden der Fällung bzw. Gelbfärbung des 
Filtrates durch Schwefelnatrium mit Wasser gewaschen. Die eine Probe 
wird nun der Stickstoffbestimmung nach Kjeldahl unterworfen und aus 
der erhaltenen Stickstoffmenge unter Berücksichtigung der verschiedenen 
angewandten Volumina (Harnvolumen, Volumen nach Zusatz von Phosphor- 
wolframsäure, nach Zusatz von Bleiessig, nach Zusatz von Silberacetat) die 
Gesamtmenge des Allantoinstickstoffes resp. Allantoins berechnet. 

Der Niederschlag der zweiten Probe wird in ein Becherglas gespritzt 
und unter Erhitzen bis zum Sieden in die Flüssigkeit bis zur völligen 
Zersetzung des Niederschlages Schwefelwasserstoff eingeleitet. Auf dem 
Wasserbad wird darauf zur Trockene eingedampft, der Rückstand mit 


‘) Man nimmt nach meiner Erfahrung am besten einen kräftigen Überschuß von 
Bleikarbonat und läßt das Gemisch unter öfterem Umrühren längere Zeit 1 Stunde und 
mehr stehen. 

2) Bei kleinen Allantoinmengen stellt sich zunächst nur eine leichte Trübung ein, 
die sich allmählich verdichtet und nach mehreren Stunden erst als Niederschlag ab- 
setzt. Es scheint nach meinen Erfahrungen daher absolut geraten, die Fällung, nament- 
lich wenn sie klein ist, mehrere Stunden stehen zu lassen. 
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Wasser digeriert, quantitativ in einen kleinen Meßkolben übertragen und 
das Volumen (meist 25 cm®, bei viel Allantoin 50 cm?) mit Wasser ergänzt. 
Die schließlich folgende Filtration wird durch sehr dichtes Material vor- 
genommen und eventuell so lange wiederholt, bis das Filtrat völlig klar ist. 
Ein rundes Volumen desselben wird auf gewogener Schale verdampft. Diese 
bei 100° getrocknet und gewogen. Hieraus wird wiederum unter Berück- 
sichtigung der angewandten Volumina die Gesamtmenge berechnet. 

Der Rest des Filtrates dient zum Reinheits- bzw. Identitätsnachweis. 
Sind die Allantoinkristalle gefärbt, so kann man sie mit wenig 3°/,igem 
Wasserstoffsuperoxyd lösen und auf dem Wasserbad wieder zur Trockene 
bringen, wodurch sie ganz farblos werden. Entweder unmittelbar oder nach 
einmaligsem Umkristallisieren wird der Schmelzpunkt des erkaltenen Pro- 
duktes bestimmt (S. P. bei 230—234°); eine kleine Probe wird auf dem 
Platinblech verbrannt. 

Will man genaue Resultate haben, so ist wegen der mehrfachen Volumenmessungen 
unbedingt nötig, nachgeaichte und übereinstimmende Pipetten und Meßkolben zu be- 
nutzen und andrerseits in nach Möglichkeit großen Volumen zu arbeiten. Arbeitet man 
mit der nötigen Genauigkeit und befolgt die Vorschrift aufs peinlichste, so erhält man 
gute Resultate. — Die Methode kann selbstverständlich auch zur Darstellung von Allan- 
toin aus Harn verwandt werden. 

Wiechowskis Methode zum Nachweis von Allantoin im 
Menschenharn.!) 

Prinzip: Die Methode beruht auf dem nämlichen Prinzip wie die 
Allantoinbestimmung im Tierharn. 

Vorbemerkung: Frischer, wenig Ammoniak enthaltender Urin kann 
ohne weiteres zur Bestimmung genommen werden. Enthält der Urin jedoch 
viel Ammoniak, so muß dasselbe, weil es für die weitere Fällung hemmend 
und darum störend wirkt, vorher entfernt werden. Hierzu wird zunächst 
die zur Bestimmung bestimmte Urinmenge bei schwach saurer Reaktion 
zum dünnen Sirup auf dem Wasserbad eingeengt und hierauf zur Ent- 
fernung des Ammoniaks mit viel MgO verrührt, mit dem mehrfachen Vo- 
lumen Alkohol versetzt, vom Unlöslichen abgenutscht, mit Alkohol nach- 
gewaschen und das Filtrat auf dem Wasserbad bis zur Trockene einge- 
dampft. Hierbei wird fast alles Ammoniak entfernt, die anfangs alkalische 
Flüssigkeit wird neutral (bis schwach sauer). Der Rückstand wird nun in 
wenig Wasser gelöst und, wie folgt, weiter behandelt. 


Ausführung: Vom menschlichen Urin nimmt man wegen seines mini- 


malen Gehaltes an Allantoin meist zweckmäßig 12 (vom Tierurin, an dem 
die Methode selbstverständlich gleichfalls verwandt werden kann, 100 bis 
200 cm®). Vor der ersten Fällung mit 20°/,iger Merkuronitratlösung wird 
zur Vermeidung eines Überschusses an einer weiteren Harnportion vorher 
in 2cm® betragenden Mengen die gerade völlig ausfällende Menge auf !/,, em? 
genau ausgetastet. Dann erst wird das Versuchsquantum mit der nötigen 


1) l.e.; siehe auch W. Wiechowski, Über die Zersetzlichkeit der Harnsäure im 
menschlichen Organismus. Arch. f. exper. Pathol. u. Pharmak. Bd. 60. S. 193 (1909). 
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Menge Merkuronitrat versetzt. Der Niederschlag ist sehr mächtig und soll 
gründlich gewaschen werden (bis das Filtrat nicht mehr mit Merkurinitrat 
reagiert). Das Filtrat, das sich beim Stehen meist noch gelblich trübt, 
wird samt den Waschwässern mit Schwefelwasserstoff vom (Quecksilber 
befreit, das ausgefällte Quecksilbersulfid gut ausgewaschen und die erhaltene 
Flüssigkeit nach genauer Neutralisierung mit chlorfreier Sodalösung so lange 
mit 20°/,iger Merkurinitratlösung versetzt, bis das Filtrat auf Zusatz 
weniger Tropfen einer frischen verdünnten (ca. 0'1°/,) Allantoinlösung mit 
Bildung einer weißen Fällung reagiert. Die hierzu nötige Menge tastet man 
vorher in kleinen Voluminis aus. Es zeigt sich, daß schon nach relativ 
geringem Zusatz (meist Y/,,—!/;, Volumen) dieser Punkt erreicht ist, bei 
dem man sicher sein kann, alles Allantoin gefällt zu haben. Durch den 
so bemessenen Merkurinitratzusatz wird neben allem Allantoin ein geringer 
Teil des vorhandenen Harnstoffes, Ammonsalze und organische basische 
Verbindungen, welche der Merkuronitratfällung entgangen waren, gefärbte 
Substanzen ete. niedergeschlagen. Nach 24stündigem Stehen wird der Nie- 
derschlag quantitativ auf ein Faltenfilter gesammelt, einige Male mit 
Wasser (eventuell bis zur beginnenden kolloidalen Lösung) gewaschen, samt 
dem Filter im Wasser verteilt, durch Schwefelwasserstoff in der Kälte zer- 
setzt, der Schwefelwasserstoff durch Luft verdrängt, das Quecksilbersulfid 
abfiltriert und gründlich ausgewaschen (bis das Filtrat nicht mehr mit 
Merkurinitrat reagiert); Filtrat und Waschwässer werden genau neutralisiert 
und auf dem Wasserbad je nach der Menge des in Arbeit genommenen 
Harns auf ein Volumen von 20—100 cm? eingeengt. Nun wird, wie für 
den Tierharn beschrieben, weiter verfahren, nur mit dem Unterschied, dab, 
da die Flüssigkeit chloridfrei ist, die Fällung mit Silberacetat wegbleibt. 
Die meist tiefdunkelgefärbte Flüssigkeit wird mit 50°/,iger Phosphorwolfram- 
säurelösung!) bei Anwesenheit von 10°/,iger Schwefelsäure genau gefällt, 
Filtrat und Waschung, die mit 5°/,iger Phosphorwolframsäurelösung vor- 
genommen wird, durch Bleioxyd neutralisert, hierauf, wenn nötig, noch 
20°/,iger Bleiessig bis zur völligen Ausführung zugefügt, auf der Nutsche 
filtriert und gewaschen, Filtrat und Waschwässer mit Schwefelwasserstoff 
entbleit, der Schwefelwasserstoff ausgeblasen, Filtrat und Waschwässer vom 
Bleisulfid mit Sodalösung genau neutralisiert und mit einem Überschuß 
des Quecksilberacetatgemisches gefällt. Nun läßt man absetzen, sammelt 
den Niederschlag auf einem glatten Filter und wäscht ihn so lange, bis 
das Filtrat nicht mehr mit Merkurinitrat reagiert. Der Niederschlag wird 


!) Man braucht nur wenig Phosphorwolframsäurelösung. Die Fällung filtriert auf 
der Nutsche klar, das Waschen macht jedoch Schwierigkeiten, da bald kolloidale Lösung 
eintritt. Man kann dies vermeiden, wenn man auf dem Filter eine dünne Schicht gut 
geglühter Kieselgur ausbreitet. Das Kieselgur wird in Wasser suspendiert, etwas Schwe- 
felsäure zugesetzt und nach dem Absetzen sröberer Partikel die Suspension auf das 
Filter gegossen, scharf abgesaugt und einigemal mit Wasser nachgewaschen. Die Kiesel- 
gurschicht liegt fest an, wird nicht rissig und durch Aufgießen nicht aufgewirbelt. Ein 
solches Filter verhindert die kolloidale Lösung vollständig; es hat sich Wiechowski zu 
diesem und vielen anderen Zwecken bewährt. 
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in ein Becherglas gespritzt und in der Hitze mit Schwefelwasserstoff zer- 
legt. Da das meiste Quecksilbersulfid kolloidal ist, so verdampft man die 
ganze Zersetzungsflüssigkeit in einer Glasschale auf dem Wasserbad zur 
Trockene, wobei das Schwefelquecksilber ausflockt. Man behandelt den 
Rückstand mit heißem Wasser, gielst durch ein kleines Filter, wäscht 
aus und engt in einer kleinen geradwandigen Schale auf ein kleines Volumen 
(2—5 cm?) ein. Die Flüssigkeit ist dunkelgelb gefärbt; sie wird mindestens 
mit dem gleichen Volumen einer 3°/,igen Auflösung von Quecksilbersulfat 
in 10°/,iger Schwefelsäure versetzt. Nach dem Absitzen des meist reich- 
lichen gelblichen Niederschlages filtriert man, wäscht aus, entfernt aus dem 
Filtrat durch Schwefelwasserstoff das Quecksilber, aus dem nächsten Filtrat 
den Schwefelwasserstoff durch Luft, filtriert, wäscht, neutralisiert und fällt 
das Allantoin noch einmal mit der 0'5°%/,igen Quecksilberacetatlösung. Dieser 
Niederschlag wird genau so behandelt wie der zuerst erzeugte. Nach dem 
Zersetzen wird wieder zur Trockene verdampft, in heißem Wasser gelöst, 
filtriert, gewaschen und auf ein kleines Volumen eingeengt. Diese nunmehr 
sehr wenig gefärbte Flüssigkeit behandelt man mit ein paar Tropfen 
50°/,iger Phosphorwolframsäure und das Filtrat mit Bleiessig, wobei man 
genau so verfährt wie bei den ersten Fällungen. Fällung und Filtration 
sind in kleinsten, dem Volumen von 2—5 cm entsprechenden Gefäßchen mit 
ebensolchen Filtern vorzunehmen, ihre möglichste Konzentration zu wahren, 
da nur bei dieser die verunreinigenden Substanzen niedergeschlagen werden. 
Nach Entfernung des Bleies durch Schwefelwasserstoff und Neutralisation 
wird das Allantoin das dritte Mal gefällt, der Niederschlag zersetzt, das 
Filtrat zur Trockene verdampft, im heißen Wasser gelöst, filtriert und 
nunmehr auf etwa 0'2—0'3 cm3 in kleinsten Schalen eingeengt. Dabei kristal- 
lisiert das Allantoin in wohlausgebildeten Kristallen aus. Dieses wird auf 
einem kleinen gehärteten Filter gesammelt, mit Alkohol und Äther gewaschen 
und bei 100° getrocknet. 


Charakterisierung des Allantoins: Es schmilzt unter Zersetzung bei 230 
bis 232°, verbrennt ohne Rückstand, ist schwer in Wasser löslich. Die Lösung reagiert 
nicht mit Phosphorwolframsäure, Bleiessig, Merkuronitrat und Merkurinitrat in schwefel- 
saurer Lösung; dagegen entsteht mit Merkurinitrat, mit Quecksilberacetat in Natrium- 
acetatlösung und mit Silbernitrat + wenig Ammoniak eine flockige Fällung. 

Kombination beider Methoden nach Angaben von Abdbder- 
halden und Einbeck.!) 

Die Methode wurde am Hundeharn angewandt. 200 cm3 des auf 500 cm® 
aufgefüllten Tagesharns wurden bei schwachsaurer Reaktion auf dem Wasser- 
bad bis zum dünnflüssigsten Sirup eingedampft. Der Rückstand wird mit 
Magnesiumoxyd zu einem dicken Brei verrieben. Diesen rührt man mit 
viel Alkohol gründlich durch, nutscht ab und wäscht den Rückstand vier- 
bis fünfmal mit Alkohol sorgfältig nach. Die alkoholische Lösung wird auf 
dem Wasserbad fast bis zur Trockene verdampft und der Rückstand in 
Wasser aufgenommen. Die Lösung füllt man nun in einen Meßkolben von 


ale: 
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250.cm®, gibt 10cm® 8S°/,iger Schwefelsäure und so viel von einer 10°/,igen 
Lösung von Phosphorwolframsäure hinzu, bis keine Fällung mehr erfolgt. 
Dann wird auf 250 cm® aufgefüllt; von diesen werden 200 ems der filtrierten 
Lösung zur Allantoinbestimmung nach der Wiechowskischen Methode für 
den Tierharn verwandt. 


Anhang. Untersuchung der Harnsteine. 


Die meisten Harnsteine bestehen aus Harnsäure und deren Salzen 
(Uratsteine); sie sind braun gefärbt und sehr hart. Hin und wieder kommen 
auch kleinere aus harnsaurem Ammon bestehende Konkremente vor. die 
hell und relativ weich sind. 

In einigen Fällen sind Steine aus Xanthin beobachtet. die ebenfalls 
hart sind. 

Häufig finden sich Steine aus oxalsaurem Kalk (Oxalatsteine). Sie 
sind die härtesten Harnsteine. Die kleineren haben eine glatte, die größeren 
eine höckerige Oberfläche (deshalb Maulbeersteine genannt); die letzteren 
sind meist durch Blutfarbstoff dunkelbraun gefärbt. Die Oxalatsteine haben 
einen kristallinischen Bruch. 

Ebenfalls häufig finden sich Phosphatsteine aus phospkorsaurem 
Kalk, phosphorsaurer Magnesia und phosphorsaurer Ammoniakmagnesia. 
Sie sind weich, brüchig und blättern leicht ab. 

Zu den seltenen Steinen gehören die Karbonatsteine, welche aus 
kohlensaurem Kalk bestehen und weich, weiß und bröckelig sind, ferner 
die Cystinsteine, welche klein, ziemlich platt und weich sind. Ähnlich 
verhalten sich die gleichfalls seltenen Tyrosin- und die Cholesterin- 
steine. Sehr selten beobachtet man auffallend leichte und knetbare Kon- 
kremente im Urin (Urostealithe); sie bestehen aus Fett, daneben ent- 
halten sie auch Kalk- und Magnesiaseifen sowie Eiweiß. 

Die Steine sind nicht immer einheitlich; sie zeigen manchmal Schichten 
verschiedener Zusammensetzung. Zur Untersuchung zerstößt und verreibt 
man sie in einer Reibschale. 


Untersuchung. Die erste Frage ist, ob die Konkremente aus an- 
organischer oder organischer Substanz bestehen. Zu ihrer Entschei- 
dung erhitzt man eine kleine Probe auf dem Platinspatel oder im Porzellan- 
tiegel über freier Flamme; organische Substanz verbrennt dabei unter Ent- 
wicklung eines üblen Geruches, anorganische bleibt als Asche zurück. Über 
die Art der Asche, welche man bei reichlich vorhandenem Material nach den 
Ba. I, S. 374 entwickelten Prinzipien analysieren kann, vermag man sich 
bei wenig Material eine schnelle und genügende Orientierung unter den 
folgenden Gesichtspunkten zu verschaffen. Uratsteine hinterlassen etwas 
Asche, die sich leicht in Wasser löst und alkalisch reagiert (K, Na); man 
entscheidet durch die Flammenreaktion, ob Kalium oder Natrium vorliegt. 
Oxalatsteine hinterlassen eine Asche, welche aus CaO und Ca CO, be- 
steht, in Wasser unlöslich ist und mit verdünnter Salzsäure sich unter 
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leichtem Aufbrausen löst. Gibt man nun zu der Lösung oxalsaures Ammon, 
so fällt das Caleium als oxalsaurer Kalk in charakteristischer Kristallform 
aus (Briefkuvertform). Die Asche der Phosphatsteine, welche aus phos- 
phorsaurem Kalk und phosphorsaurer Magnesia besteht, ist gleichfalls in 
Wasser unlöslich; sie löst sich ohne Aufbrausen in verdünnter Salzsäure. 
Man prüft nun auf Phosphorsäure, indem man eine Lösung von molybdän- 
saurem Ammon zugibt und erwärmt; bei Gegenwart von Phosphorsäure 
bildet sich sofort oder beim Erkalten ein gelber kristallinischer Nieder- 
schlag von phosphormolybdänsaurem Ammon; hat man den Kalk durch 
Zusatz von oxalsaurem Ammon entfernt, so weist man Magnesia nach, 
indem man das saure Filtrat ammoniakalisch macht und eventuell etwas 
Phosphat in Lösung zusetzt; nach einiger Zeit fällt dann ein weißer 
Niederschlag von phosphorsaurer Ammoniakmagnesia aus. Die Asche der 
Karbonatsteine löst sich in verdünnter Salzsäure unter starkem Auf- 
brausen. Beimengung von schwefelsaurem Kalk (Gips), der beim Ver- 
aschen unverändert zurückbleibt, erkennt man daran, daß der Rückstand, 
in Wasser gelöst (schwer löslich), mit Barytwasser einen Niederschlag von 
schwefelsaurem Baryum gibt. — Wenn man bei der Veraschungsprobe er- 
kennt, daß das Konkrement im wesentlichen aus anorganischem Material 
besteht, so kann man selbstverständlich die analytischen Versuche auch am 
Steinpulver direkt anstellen. 

Enthält der Stein reichlich organische Substanz, so prüft man zu- 
nächst auf Harnsäure. Hierzu dient die Murexidprobe. Zu ihrer An- 
stellung kann man das Steinpulver direkt nehmen oder man erwärmt eine 
kleine Menge mit verdünnter Salzsäure, läßt erkalten und stellt die Probe 
mit dem ungelösten Rückstand an: die Substanz wird in eine kleine Por- 
zellanschale gebracht, einige Tropfen konzentrierter Salpetersäure darauf 
getan und nun unter vorsichtigem Erhitzen über freier Flamme und be- 
ständigem Umschwenken langsam verdampft; dabei färbt sich die Masse 
zunächst gelb und bei Anwesenheit von Harnsäure nach völligem Ab- 
dampfen schön rot. Hält man nun die Schale über konzentriertes Ammoniak, 
so tritt unter der Einwirkung der Ammoniakdämpfe eine schöne pur- 
purrote Farbe auf, welche, mit einem kleinen Tropfen Natronlauge be- 
tupft, in eine prachtvoll blauviolette Farbe übergeht. Nicht zu stark 
erhitzen ! 

Im Gegensatz zu Harnsäure löst sich Xanthin leicht in Ammoniak, 
aus dem es durch ammoniakalische Silberlösung leicht ausgefällt werden 
kann. Von der ammoniakalischen Lösung dampft man durch Einengen das 
Ammoniak ab; es hinterbleibt das Xanthin. Hiermit stellt man die Xan- 
thinproben an: 1. Mit Salpetersäure abgedampft, gibt eine Probe Xanthin 
einen gelben Rückstand, der sich in Ammoniakdampf nicht rötet, sich aber 
bei Zugabe eines Tropfens Lauge rot und, wenn nun erhitzt wird, purpur- 
rot färbt. 2. Kocht man Xanthin mit Salzsäure und wenig chlorsaurem 
Kali, verdampft auf dem Wasserbad zur Trockene und hält den Rückstand 
über konzentriertes Ammoniak, so färbt es sich dunkelrot (Kossel-Fischersche 
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Reaktion); beruht auf Murexidbildung). 3. Bringt man in ein Uhrglas 
etwas Chlorkalk in Natronlauge, rührt um und gibt etwas Xanthin zu, so 
bildet sich um jedes Körnchen ein dunkelgrüner, sich dann braun fürbender 
Ring, der endlich wieder verschwindet. 

Cystin löst sich in Salzäure und etwas schwerer in Ammoniak. Gibt 
man zu der ammoniakalischen Lösung vorsichtig Essigsäure bis zur neu- 
tralen Reaktion, so fällt es in charakteristischen sechseckigen Tafeln aus. 
Löst man diese nach Abfiltrieren in Natronlauge, gibt etwas Bleiacetat zu 
und kocht, so findet eine Zersetzung des schwefelhaltigen Cystins statt 
und es gibt infolge Bildung von Schwefelblei eine schwarze Färbung. In 
einem Fall ist neben Cystinin demselben Stein Tyrosin beobachtet worden. ?) 
Man erkennt dasselbe daran, daß die Substanz mit Millons Reagenz eine 
starke Rotfärbung gibt und aus wässeriger Lösung in Nadeln kristallisiert. 

Lösen sich die Steine im Äther oder Chloroform, so handelt es sich 
um Konkremente, die aus Fett oder Cholesterin bestehen. Fett hinter- 
läßt beim Abdampfen auf Papier einen Fettfleck; Cholesterin kommt beim 
Abdampfen in charakteristischen glänzenden Plättchen zum Vorschein. Setzt 
man zur chloroformischen Lösung konzentrierte Schwefelsäure, so entsteht 
bei Anwesenheit von Cholesterin eine Rotfärbung. Fett und Cholesterin 
können zusammen in einem Konkrement vorkommen. Man verseift dann 
das Fett mit alkoholischer Kalilauge, dampft zur Verjagung des Alkohols 
ein. nimmt den Rückstand mit Wasser auf und schüttelt die Seifenlösung 
mit Äther aus. Beim Verdampfen der ätherischen Lösung bleibt Cholesterin 
zurück. Die aus Fett bestehenden Urosthealithe können ferner noch ein 
Gerüst von in Wasser unlöslichen*’Seifen (Kalk- und Magnesiaverbindungen 
mit Fettsäuren) enthalten, die durch Salzsäure zerlegt werden und freie 
Fettsäuren liefern. ®) 


1) Man nennt diese Reaktion zumeist mit Unrecht Weidelsche Reaktion; Weidel 
hat dieselbe für das Hypoxanthin angegeben, das sie aber in Wirklichkeit gar nicht 
gibt, von E. Fischer und A. Kossel wurde sie für das Xanthin angegeben. Schon vorher 
kannte man sie als Reaktion auf das Koffein. 

?) E. Fischer und U. Suzuki, Zur Kenntnis des Cystins. Zeitschr. f. physiol. Chem. 
Bd. 45. 5. 405 (1905). 

») J. Horbaczewski, Analyse zweier seltener Harnsteine. Zeitschr. f. physiol. Chem. 
Bd. 18. S. 335 (1894). 


D. Nachweis, Bestimmung und Isolierung von Aceton, 
Acetessigsäure und 8-Oxybuttersäure. 


Von Gustav Embden und Ernst Schmitz (Frankfurt a. M.). 


Aus mehr als einem Grunde ist es gerechtfertigt, den Nachweis, die 
Isolierung und die Bestimmung der $-Oxybuttersäure, der Acetessigsäure 
und des Acetons gemeinsam zu behandeln. Stehen doch diese drei Sub- 
stanzen im engsten genetischen Zusammenhange zueinander. 

Die weitaus in erster Linie, vielleicht ausschließlich in Betracht kom- 
mende Bildungsart der Ketosäure Acetessigsäure ist die durch Oxydation 
aus der Alkoholsäure &-Oxybuttersäure. 


CH, CHOHCH, COOH +0 = CH,COCH, COOH + H, 0. 


ß-Oxybuttersäure Acetessigsäure. 


Das Aceton entsteht, soweit wir bisher wissen, ausschließlich durch 
Kohlensäureabspaltung aus der Acetessigsäure: 


CH, COCH, COOH = CH,COCH, + CO, 


Acetessigsäure Aceton. 


Der zweite Grund für die gemeinschaftliche Behandlung der drei 
genannten Körper liegt darin, daß sie vom kranken oder abnorm ernährten 
Organismus sehr häufig gleichzeitig ausgeschieden werden und demzufolge 
nebeneinander nachgewiesen und bestimmt werden müssen. 

Zudem kann ß-Oxybuttersäure leicht im Reagenzglase in Acetessig- 
säure, diese wiederum in Aceton übergeführt werden, so daß auch die Me- 
thoden des Nachweises und der Bestimmung der drei sog. Acetonkörper 
im engsten Zusammenhange miteinander stehen. 

Wollte man Nachweis und Bestimmung dieser Körper in der Reihen- 
folge besprechen, in der sie im Organismus auftreten, so müßte man mit 
der £-Oxybuttersäure beginnen und mit dem Aceton schließen. 

Aus methodischen Gründen ist es aber zweckmäßiger, den umge- 
kehrten Weg einzuschlagen. 
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I. Nachweis, Bestimmung und Isolierung von Aceton. 


Vorbemerkungen. Das Aceton ist schon in früher Zeit gelegent- 
lich beobachtet, aber erst von Liebig‘) und Dumas) richtig in seiner Zu- 
sammensetzung erkannt worden. 

In pathologischen Harnen, besonders von Zuckerkranken, entdeckte 
es Petters®), v. Jaksch +) isolierte es zuerst aus normalem Harn. 

In der Atemluft ist das Aceton von Petters entdeckt worden. Außer- 
dem tritt es im Blut und gelegentlich im Schweiß, im Magendarmkanal 
und in den Fäzes in geringer Menge auf. 

Das Aceton ist eine farblose, leicht bewegliche Flüssigkeit vom Siede- 
punkt 56°5° und einer Dichte von 07973 bei 15°. Es mischt sich in jedem 
Verhältnis mit Wasser, Äther, Methyläther und Methylalkohol. 

Als Dimethylketon gibt es alleReaktionen der Karbonylgruppe sowie 
die den Methyl- und Methylenketonen zukommenden Umwandlungen. 

Mit Hydrazin, Hydroxylamin, Semicarbazid, Phenylhydrazin und dessen 
Substitutionsprodukten bildet es das Hydrazon, Oxim, Semicarbazon und 
die verschiedenen Phenylhydrazone. 


CH, CH, CH, 

| | | 

C=NOH C=NNHEONH, © NNACFHENG, 

| | | 

CH, CH, CH, 
Acetoxim Acetonsemicarbazon Acetonnitrophenylhydrazon. 

Natriumbisulfit addiert sich an die Karbonylgruppe unter Bildung 
5 EN ann CH,\ n/ OH AMiE Ä £ 

der schön kristallisierenden Verbindung CH, ze \S0, Na’ die mit verdünnter 


Schwefelsäure oder Alkalikarbonaten das Aceton regeneriert. 

Durch Alkalihypochlorit, -hypobromit und -hypojodit wird Aceton zu 
Essigsäure oxydiert. Die Methyleruppe wird dabei als Chloroform resp. 
Bromoform oder Jodoform frei: 

CH, COCH, +3NaOBr = CBr;,H + CH, COONa + 2Na OH. 

Zu Polymerisationen neigt das Aceton nicht, was für seinen Nach- 
weis in tierischen Flüssigkeiten nicht unwichtig ist. 

Mit Aldehyden kondensiert sich das Aceton zu Verbindungen, von 

‚CH=H60,5; 

denen das Dibenzalaceton OU und seine Derivate beson- 
SCH = H6C,H, 

dere Bedeutung besitzen. 


!) J.v. Liebig, Über die Verbindungen, welche durch Einwirkung von Chlor auf 
Alkohol, Äther, ölbildendes Gas und Essiggeist entstehen. Annalen der Chemie. Bd. 1. 
S.225 (1832). 

2) Dumas, Sur l’Esprit pyro-acdtique. Annales de Chimie. (2.) T.49. p. 208. 

®) Petters, Untersuchungen über die Honigharnruhr. Prager Vierteljahrsschrift. 
Bd. 55. S.81 (1857). 

#) v. Jaksch, Über Acetonurie. Zeitschr. f. physiol. Chemie. Bd.6. S.541 und Über 
pathologische Acetonurie. Zeitschr. f. klin. Med. Bd.5. S. 346 (1882). 
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1. Nachweis von Aceton. 


Die Methodik des Acetonnachweises ist schon seit Jahrzehnten so- 
weit ausgebildet, daß die sichere Erkennung dieses Stoffes neben allen 
anderen organischen Verbindungen möglich ist und selbst dann keine un- 
überwindlichen Schwierigkeiten bietet, wenn er nur in sehr geringer Menge 
zugegen ist. 

Trotzdem sind auch in den letzten Jahren immer wieder neue Aceton- 
proben — größtenteils Farbenreaktionen — angegeben worden. Es ist nicht 
beabsichtigt, im folgenden eine lückenlose Zusammenstellung aller dieser 
Vorschläge zu geben!), vielmehr sind nur diejenigen Reaktionen ausge- 
wählt, die nach dem Grade ihrer Spezifizität für Aceton, ihrer Empfind- 
lichkeit und leichten Ausführbarkeit- Anspruch auf praktische Verwendung 
haben. 

Die Reaktionsfähigkeit des Acetons beruht einerseits auf der Gegen- 
wart der Karbonylgruppe, andrerseits auf der durch ihre Nachbarschaft 
veranlaßten Beweglichkeit der Wasserstoffatome in den beiden Methyl- 
gruppen. 

Durch Kondensationsreaktionen der Keton- oder Methylgruppen kann 
man auf einfachem Wege zu wohldefinierten Produkten gelangen, die für 
die Identifikation des Acetons in tierischen Flüssigkeiten von großer prak- 
tischer Bedeutung sind. 

Es muß noch hervorgehoben werden, dab fast alle Acetonreaktionen 
auch mit Acetessigsäure positiv ausfallen. Um Aceton neben Acetessigsäure 
nachzuweisen, muß man daher zunächst diese beiden Substanzen vonein- 
ander trennen, was bei der großen Flüchtigkeit des Acetons leicht durch 
Vakuumdestillation gelingt (siehe unten die getrennte Bestimmung von 
Aceton und Acetessigsäure, 8. 923). 

a) Legalsche Probe. Fügt man zu 5cm> Harn etwas frisch bereitete 
ca. 1°/,ige Nitroprussidnatriumlösung und 2 Tropfen starke Natronlauge, 
so entsteht eine rubinrote Farbe, die zum Teil durch die Anwesenheit von 
Kreatinin bedingt ist. Setzt man jetzt Essigsäure im Überschuß zu, so 
tritt bei Anwesenheit von Aceton eine karmin- bis purpurrote Färbung 
ein, die nach längerer Zeit durch Violett in Blau übergeht, während die 
Farbe bei Abwesenheit von Aceton sofort in Gelb umschlägt. 

Zu der Legalschen Probe sind viele Abänderungsvorschläge gemacht 
worden. 

Le Nobel?) verwendet statt des fixen Alkalis Ammoniak und beugt 
so einer Verwechslung mit Aldehyd vor. Die Reaktion tritt indessen bei 


1) Eine solche Zusammenstellung findet sich in der auf umfassendem experimen- 
tellen Material fußenden Arbeit von Bohrisch, Der Nachweis des Acetons im Harn. 
Kritische Untersuchungen über die Brauchbarkeit der verschiedenen Methoden. Pharma- 
zeutische Zentralhalle. S. 184, 206, 220, 245 (1907) und Chem. Zentralbl. Bd.1. S. 1463 
(1907). 

?) Le Nobel, Über den Nachweis des Acetons. Archiv f. experim. Path. u. Pharm. 
Bd. 18. S.9 (1884). 
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dieser Arbeitsweise viel langsamer ein. Ihre Anwendung wird in der Praxis 
nur selten in Betracht kommen. 

Auch die Anwendung von Äthylendiamin (Rimini!) bietet für den 
Nachweis des Acetons keine besonderen Vorteile. 

b) Reaktion von Lieben. Die Jodoformprobe nach Lieben wird zweck- 
mäßig nur am Destillat des Harns oder der sonst zu untersuchenden 
tierischen Flüssigkeit angestellt. Zu einigen Kubikzentimetern des Destil- 
lats derselben setzt man mehrere Tropfen starker Natronlauge und etwas 
Jod-Jodkalilösung. Nach kurzer Zeit tritt ein schwefelgelber Niederschlag 
. und der charakteristische Geruch des Jodoforms auf. Unter dem Mikro- 
skop zeigt das Jodoform sechsseitige hexagonale Tafeln oder Sterne. 

Die Reaktion ist zwar nicht für Aceton völlig charakteristisch, 
immerhin aber doch sehr wohl anwendbar. Eine Verwechslung mit Alkohol 
ist, wenn man die Reaktion in der Kälte anstellt, kaum zu befürchten, da 
dann der Alkohol nur äußerst träge mit der alkalischen Jodlösung rea- 
giert, so daß man selbst bei minutenlangem Zuwarten keine Reaktion auf- 
treten sieht. Wir möchten dies besonders hervorheben, da immer wieder 
die Angabe in der Literatur auftritt, daß Alkohol beim Nachweis und der 
Bestimmung des Acetons mittelst alkalischer Jodlösung störend wirke. 

Hingegen gibt Aldehyd die Reaktion wie das Aceton auch in der 
Kälte sehr rasch. Vor einer Verwechslung des Acetons mit Aldehyd kann 
man sich durch Anwendung der folgenden Probe schützen: 

c) Gunningsche Probe. Zu 5 cm® Harndestillat fügt man etwas 10°/,- 
iges Ammoniak und entweder nach Gunning ?) etwas alkoholische Jodlösung 
oder nach Le Nobel) Lösung von Jod in Jodammonium, bis der zunächst 
entstehende schwarze Niederschlag von Jodstickstoff nicht mehr sofort 
verschwindet. An Stelle des Jodstickstoffs tritt, wenn Aceton vorhanden 
ist, bald eine weißliche Trübung, die sich unter Abscheidung von kristalli- 
siertem, besonders schön goldgelb gefärbtem Jodoform klärt. 

d) Reaktion von Frommer. Salizylaldehyd kondensiert sich mit Aceton 
unter dem Einflusse von Alkali zu 0,0-Dioxydibenzalaceton, 


HC CH 
f NcH 
2 OHG — 

Ph 
Rn HC CH 
\cH =H0—cl CH 
OO er 


einem Körper, dessen Alkalisalze prachtvoll karmoisinrot gefärbt sind. *) 


!) Rimini, Neue Reaktion des Acetons und neue Methode zur Unterscheidung 
aliphatischer Amine. Chem. Zentralbl. Bd. 2. S. 133 (1898). 

2) Gunning, Referat. Zeitschr. f. analyt. Chemie. Bd. 24. S. 147 (1862). 

®) Le Nobel, a..a.0. 

*%) Fabinyi, Verfahren zur Darstellung eines neuen Seidenfarbstoffs. Chem. Zen- 
tralblatt. Bd.2. S.302 (1900) und Patentblatt. Bd. 21. S. 764 (1901). 
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Die Reaktion wird in der Weise angestellt, daß man ca. 1 cm® 
10°/,iger alkoholischer Salizylaldehydlösung zu 5 cm3 der zu untersuchenden 
Flüssigkeit fügt, vorsichtig mischt und dann ein ca. 19 schweres Stück- 
chen Stangenkali zufügt, ohne zu schütteln. Bei Gegenwart von Aceton 
bildet sich an der Berührungsstelle ein karmoisinroter Ring. Sollte die 
Lösungswärme des Kalis nicht ausreichen, die Reaktion herbeizuführen, so 
erwärmt man auf 70°. Die Reaktion ist direkt am Harn ausführbar und 
sehr empfindlich. Normaler Harn gibt nur eine gelbbraune Färbung, Al- 
dehyd reagiert zwar ebenfalls, zeigt aber eine leicht zu unterscheidende 
braune Farbe. In wässerigen Lösungen ist noch 0'001°/, Aceton durch die 
Reaktion nachweisbar. Im Harn geben, wie wir uns überzeugten, 0'01°/, 
zugefügten Acetons noch eine stark positive Reaktion. 

e) Indigoprobe von Penzoldt. Orthonitrobenzaldehyd kondensiert sich 
mit Aceton zum Orthonitrophenylmilchsäureketon. 


CNO, Ir CNO, L 
oh e — + 0M, CORE a0 N —6— CH, CO CH, 
HC CH 0 H u zu OH 

Nr 

CH 
o-Nitrobenzaldehyd Aceton 0- ER... 


Bei Einwirkung von Alkalien geht das Keton unter Abspaltung von 
Wasser und Essigsäure in Indigo über. 


NO, 
26, HXCHOHCH,COCH, 7 
CH CH 
H0/ P oc 07 ScH wo 
= \ | 
Ach 2 
NV ae, c\ \ CH + 2CH, 000H 
CHEN N CH 
| | 
H H 


Auf diese von Baeyer und Drewsen!) gefundene Synthese hat Pen- 
zoldt?) einen qualitativen Acetonnachweis gegründet. 

Einige Kristalle des Orthonitrobenzaldehyds werden in der zu prü- 
fenden Flüssigkeit bei einer 50° nicht übersteigenden Temperatur gelöst 
und nach dem Erkalten etwas Natronlauge zugesetzt. Die Flüssigkeit 
färbt sich zunächst gelb, bei Anwesenheit größerer Acetonmengen bald 
grün. Chloroform nimmt beim Schütteln mit dem Gemenge eine blaue 
Farbe an, die bei einer wässerigen Lösung noch bei 0'05°/,, im Harn bei 


!) Baeyer und Drewsen, Darstellung von Indigblau aus Orthonitrobenzaldehyd. 
Ber. d. Deutsch chem. Ges. Bd. 15. S. 2860 (1882). 

®) Penzoldt, Beiträce zur Lehre von der Acetonurie und von verwandten Er- 
scheinungen. Archiv f. klin. Med. Bd. 34. S. 132 (1884). 
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0°1°/, Aceton deutlich erkennbar ist. Die Penzoldtsche Probe tritt auch 
mit Acetaldehyd ein. 

f) Reaktion von Reynolds. Aceton vermag frischgefälltes Quecksilber- 
oxyd in Lösung zu bringen. Diese von Reynolds beobachtete Erscheinung 
benutzte Gunning zu einem Acetonnachweis, den man am besten folgender- 
maßen anstellt: Einige Tropfen 5°/,iger Sublimatlösung werden mit über- 
schüssiger verdünnter Alkalilauge, etwas Alkohol und mit der zu prüfenden 
Flüssigkeit versetzt und heftig geschüttelt. Man filtriert hierauf so oft 
durch ein doppeltes Filter, bis das Filtrat absolut klar ist, säuert mit Salz- 
säure an und überschichtet mit Schwefelammoniumlösung. Ein brauner Ring 
zeigt den positiven Ausfall der Reaktion an. Die Probe kann nur in wässe- 
rigen Lösungen angestellt werden, gilt aber hier als sehr empfindlich. (Nach 
Le Nobel ist 0:01 mg Aceton in 1 cm? Wasser nachweisbar.) Acetessigsäure 
reagiert ebenso wie Aceton. Über das Verhalten des Aldehyds wider- 
sprechen sich die Angaben. Nach unseren Versuchen gibt Acetaldehyd bei 
irgend stärkeren Verdünnungen die Reaktion nicht. 

Ein Übelstand bei der Ausführung dieser Reaktion ist es, daß auch 
bei sehr häufigem Filtrieren oft Quecksilberoxyd durch das Filter geht. 

g) Reaktion von Stock-Fröhner. Chemisch besonders interessant und 
nach den Autoren sehr empfindlich ist die Hydroxylaminreaktion von Stock- 
Fröhner.!) 

Nach Stock werden einige Kubikzentimeter Harndestillat mit einem 
Tropfen 10°/,iger Hydroxylaminchlorhydratlösung, 1—2 Tropfen Normal- 
natronlauge und 2 Tropfen Pyridin versetzt. Man überschichtet mit 1 cm® 
Äther, gibt Bromwasser bis zur Gelbfärbung des Äthers und etwas Wasser- 
stoffsuperoxyd zu und schüttelt. Der Äther färbt sich bei Anwesenheit von 
Aceton blau. Empfindlichkeitsgrenze 1 mg in 5 cm? Destillat. Der Verlauf 
der Reaktion ist folgender: 

Aceton bildet mit Hydroxylamin Acetoxim. Dieses wird durch das 
Brom substituiert und das so entstandene Produkt durch Pyridin zu tief- 
blauem Bromnitrosopropan umgelagert: 


CH;\ YasıT ut CH;\ = 
CH,/° =NOH+Br = CH,/° —=NOBr +HBr 
Acetoxim Acetoximbromid 
CH;\ _ NDS Pyridin CH;\ ‚br 
Bromnitrosopropan 


Das Wasserstoffsuperoxyd beseitigt störende Verunreinigungen. 

Fröhner hat die Zahl der nötigen Operationen durch folgendes Ver- 
fahren sehr eingeschränkt: 

In 5cm® Harndestillat wird ein Kristall Hydroxylaminchlorhydrat ge- 
löst, Chlorkalklösung zugetropft und mit Äther ausgeschüttelt, der bei 


1) Blumenthal und Neuberg, Über Entstehung von Aceton aus Eiweiß. Deutsche 
med. Wochenschr. Bd.6 (1901). — Fröhner, Zur Stockschen Acetonreaktion. Ebenda. 
Bd. 27. S.79 (1901). 


Abderhalden, Handbuch der biochemischen Arbeitsmethoden. II. 58 
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Gegenwart von Aceton die blaue Farbe zeigt. Bei dieser Form der Reak- 
tion entsteht ein Chlorderivat des Nitrosopropans. Aldehyd reagiert 
positiv. 

Als zweckmäßigstes Verfahren zur Auffindung des Acetons möchten 
wir empfehlen, die vorliegende Flüssigkeit mit der Legalschen oder From- 
merschen Probe zu prüfen. Der positive Ausfall dieser Reaktionen weist 
auf das Vorhandensein von Aceton oder von Acetessigsäure hin. 

Will man entscheiden, welche von diesen beiden Substanzen vorliegt, 
so ist es zweckmäßig, die Flüssigkeit im Vakuum bei einer 34—35° nicht 
übersteigenden Temperatur des Heizwassers zu destillieren, wobei das 
Aceton mit dem Wasserdampf sehr rasch übergeht, während die Acet- 
essigsäure zurückbleibt. Es muß durch sehr starke Kühlung dafür Sorge 
getragen werden, daß das Aceton nicht aus der Vorlage verdampft, even- 
tuell kann man auch das Acetonreagens direkt in die Vorlage einbringen. 
Destilliert man die Flüssigkeit unter gewöhnlichem Druck bei saurer Re- 
aktion, so tritt nicht nur das präformierte Aceton ins Destillat über, son- 
dern auch das durch Spaltung von Acetessigsäure gebildete. 

Für den endgültigen Nachweis des Acetons ist es notwendig, es in 
Form einer charakteristischen Verbindung zu isolieren. 


2. Quantitative Bestimmung des Acetons. 


Die für die Bestimmung des Acetons im Harn und in Organen üb- 
liche Methode von Messinger-Huppert bestimmt nicht nur das präformierte, 
sondern auch das erst durch Zersetzung der Acetessigsäure beim Erhitzen 
auf 100° entstehende Aceton. 

Will man das präformierte Aceton und die Acetessigsäure für sich 
bestimmen, so mul) man das Verfahren von Eimbden und Schliep oder das 
von Folin anwenden. Diese Methoden sollen erst weiter unten bei der 
quantitativen Bestimmung der Acetessigsäure geschildert werden (S. 923). 

An dieser Stelle besprechen wir zunächst nur die Bestimmung des 
gesamten, durch Destillation des Harns oder ÖOrganextraktes bei 100° ge- 
winnbaren Acetons, also die Bestimmung der Summe des präformierten 
Acetons und desjenigen aus Acetessigsäure. Wir bezeichnen diese Summe 
nach dem Vorgange von Eimbden und Schliep als Gesamtaceton. 


Bestimmung des Gesamtacetons nach Messinger-Huppert. 


Prinzip der Methode: Das Prinzip dieser Bestimmung besteht darin, 
daß, wie bereits oben ausgeführt worden ist, Aceton mit alkalischer Jod- 
lösung unter Bildung von Jodoform und Essigsäure reagiert. 

l. 2Na0H +2J =Na0J +NaJ + H,O 

I. CH, CO CH, + 3Na0J = CJ,H + CH, COONa + 2 NaOH. 

Es verbraucht also ein Molekül Aceton bei der Jodoformbildung drei 
Moleküle Hypojodit. Eine alkalische Jodlösung enthält von vornherein 
gleich viel Moleküle Jodalkali und unterjodigsaures Alkali. Beim Ansäuern 
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wird jeweils ein Molekül Jodalkali durch ein Molekül unterjodigsaures Al- 
kali zu Jod oxydiert. Diese Oxydation bleibt natürlich aus, wenn das Hypo- 
jodit zur Jodoformbildung verbraucht worden ist. Es wird also eine der 
verbrauchten Menge Hypojodit äquivalente Jodalkalimenge nicht zu Jod 
regeneriert, so dal im ganzen auf jedes Molekül Aceton 6 Atome Jod ver- 
braucht werden. 


a) Ausführung der Bestimmung des Gesamtacetons am Harı. 


In den Destillationskolben — etwa einen Erlenmeyerkolben von ®/,2 
— mißt man den zu untersuchenden Harn, bei reichlichem Acetongehalt 
20 cm3, bei geringem (rehalt entsprechend mehr. Der Harn wird mit 150 cm3 
Wasser und 2 cm? 50°/,iger Essigsäure versetzt. 

Als Vorlage benutzt man bei der Destillation einen Erlenmeyerkolben 
von 500 em®, der mit 150 cm® möglichst kalten Wassers beschickt ist. 

Unter ausgiebiger Kühlung wird die Flüssigkeit destilliert und wäh- 
rend 25 Minuten im Sieden erhalten, wobei etwa 60 cm3 Flüssigkeit über- 
gehen sollen. 

Nach dem Unterbrechen der Destillation unter Spülung des Destil- 
lationsrohres wird direkt die Titration vorgenommen. 

Zu diesem Zwecke werden in die Vorlage 30 cm? 33°/,ige Natron- 
lauge und aus einer Bürette ein reichlicher Überschuß von Zehntelnormal- 
jodlösung unter leichtem Umschwenken gegeben. Man erkennt das Vor- 
handensein eines Überschusses an Jod daran, daß beim Einfallen eines 
Tropfens Salzsäure an der Berührungsstelle eine braune Färbung auftritt. 

Das Jodoform fällt zunächst als weißgelbe Trübung aus, die sich bald 
in intensiv gelb gefärbte Kristalle umwandelt. 

Nach 5 Minuten säuert man mit Salzsäure von 25°/, an, gibt einige 
Tropfen Stärkelösung zu und titriert mit Zehntel-Normalthiosulfatlösung 
das unverbrauchte Jod zurück. 

1 cm® Zehntelnormaljodlösung entspricht 0'967 mg Aceton. 

Die im vorstehenden geschilderte Ausführungsart der Acetonbestim- 
mung nach Messinger-Huppert stellt in verschiedenen Punkten eine Ver- 
einfachung des meist üblichen Verfahrens dar. 

Zunächst destillieren wir nicht. wie man das nach Hupperts Vor- 
schrift tun soll, das bei essigsaurer Reaktion gewonnene Destillat noch- 
mals bei salzsaurer Reaktion, sondern titrieren direkt das erste Destillat. 

Die zweite Destillation ist nach Huppert notwendig, weil aus dem 
nur mit Essigsäure angesäuerten Harn mit dem Aceton Ammoniak über- 
geht, das durch Bildung von Jodstickstoff natürlich Jod dem Nachweise 
entziehen muß, wodurch dann die Acetonwerte zu hoch erscheinen. Bei der 
von uns geübten Art der Destillation geht nun aber Ammoniak nicht oder 
doch nicht in irgend in Betracht kommenden Mengen über, vielmehr tritt 
das Übergehen von Ammoniak in das Destillat erst dann ein, wenn die 
destillierende Flüssigkeit sehr weit eingeengt ist, viel weiter, als es bei 

58* 
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unserer oben beschriebenen Art der Destillation jemals der Fall ist. Wir 
haben uns hiervon an der Hand der Nesslerschen Reaktion überzeugt. 

Die Befürchtung, daß bei der relativ kurzdauernden Destillation nicht 
alles Aceton in das Destillat übertritt, ist, wie wir in Versuchen mit 
Zusatz zum Teil sehr erheblicher, bekannter Mengen Aceton nachweisen 
konnten, unbegründet. 

Wir fanden nämlich zugesetztes Aceton zu 100°/, wieder. Die ge- 
ringen Verluste, die andere Autoren — z.B. Schwarz‘), der nur 96 bis 
97°/, erhielt — bei der Ausführung der Messingerschen Methode nach der 
Huppertschen Vorschrift hatten, dürften wohl auf die zahlreicheren Mani- 
pulationen, die nach dieser Vorschrift nötig sind, zurückzuführen sein. 

Das starke Einengen des Harns ist nicht nur wegen des dabei ein- 
tretenden Überganges von Ammoniak ins Destillat zu unterlassen, es können 
dabei auch andere Produkte ins Destillat übergehen, die Jod binden. Ins- 
besondere können bei starkem Einengen aus etwa vorhandenem Trauben- 
zucker, wie neuerlich Borchardt ?) hervorgehoben hat, flüchtige, jodbindende 
Substanzen entstehen. 

Wir verwenden, wie oben angegeben, für das Auffangen des Destil- 
lats einfach einen Erlenmeyerkolben mit 150 cm? stark gekühlten Wassers. 
Diese Vorlage genügt, wenn nur während der Destillation auch das Destil- 
lationsrohr ausreichend gekühlt wird, vollkommen, um Acetonverluste zu 
vermeiden. Alle komplizierteren Vorrichtungen zum Auffangen des Destillats 
bei Acetonbestimmungen sind bei genügend vorsichtigem Arbeiten unnötig. 

Es ist von Huppert empfohlen worden, das Destillat nach dem Zu- 
satze von Alkali und Jod in einer Flasche mit eingeriebenem Stöpsel zu 
schütteln. Bei der Verwendung eines offenen Erlenmeyerkolbens zur Ti- 
tration unterläßt man stärkeres Schütteln besser, mischt vielmehr das 
Destillat mit der Natronlauge nur durch leichtes Schwenken, um Aceton- 
verluste zu vermeiden. 

Selbstverständlich muß der Titer der Zehntelnormaljodlösung und 
Thiosulfatlösung sehr oft kontrolliert werden, wenn er auch nach unseren 
Erfahrungen beim Aufbewahren dieser Flüssigkeiten im Kühlen und Dunkeln 
sehr lange unverändert bleibt. 

Die verwandte Natronlauge muß nitritfrei sein und vor dem Ver- 
such auf ihr Verhalten gegen Jod geprüft werden, von dem die Handels- 
ware nach unseren Erfahrungen manchmal kleine Mengen bindet. 

Vielfach ist die Anschauung verbreitet, daß durch einen Gehalt des 
Harns an Äthylalkohol, der natürlich in das Destillat mit übergeht, das 
Resultat der Acetonbestimmung unrichtig, und zwar zu hoch wird. Unter 
den oben angegebenen Versuchsbedineungen ist aber die Anwesenheit von 
Äthylalkohol selbst in recht erheblichen Mengen ohne jeden Einfluß auf die 


!) Leo Schwarz, Über die Oxydation des Acetons und homologer Ketone der 
Fettsäurereihe. Archiv f. experim. Path. u. Pharm. Bd. 40. S. 168 (1898). 

?) L. Borchardt, Über Fehlerquellen bei der Bestimmung des Acetons. Hofmeisters 
Beitr. Bd. 8. S. 62 (1906). 
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gebundene Jodmenge, da er in der Kälte nur äußerst träge mit der alka- 
lischen Jodlösung reagiert. 

Eine praktisch allerdings wohl kaum in Betracht kommende Bei- 
mengung von Acetaldehyd zum Destillat würde dagegen die Resultate 
der Acetonbestimmung beeinträchtigen, da Acetaldehyd mit alkalischer 
Jodlösung recht rasch unter Jodoformbildung reagiert. Man kann nach 
dem Vorgange Shaffers‘) den Acetaldehyd durch nochmalige Destillation 
unter Zusatz von etwas Natronlauge und 20 cm® der offizinellen Wasser- 
stoffsuperoxydlösung leicht unter Oxydation beseitigen. 


b) Bestimmung des Gesamtacetons im Blut und in Organen. 


Die Bestimmung des Gesamtacetons im Blut und in Organen kann 
einfach in der Weise erfolgen, daß man eine bestimmte Menge des mög- 
lichst frisch?) zu untersuchenden Blutes resp. des Organbreies mit 
dem 4—5fachen Volumen Wasser vermischt, mit Essigsäure ansäuert und 
unter ausreichender Kühlung direkt destilliert, jedoch kommt es hierbei 
sehr leicht zu starkem Stoßen und Schäumen. 

Ist in das Destillat etwas von der Flüssigkeit übergegangen, so mub 
es selbstverständlich nochmals der Destillation unterworfen werden. 

Weit bequemer ist es, das Blut resp. den fein zerhackten Organbrei 
nach der Methode von Schenck mit Salzsäure und Sublimat zu fällen und 
die Bestimmung des Gesamtacetons mit dem Filtrat dieser Fällung vorzu- 
nehmen. Im einzelnen gestaltet sich die Ausführung folgendermaßen : 

Eine nicht zu geringe Menge des zu untersuchenden Materials (mög- 
lichst mindestens 150 cm® Blut resp. 150 g Organbrei) wird mit der gleichen 
Menge Wasser und je der doppelten Menge Salzsäure von 2°/, HCl und 
Quecksilberchloridlösung von 5°/, versetzt und gut durchgerührt. Sobald 
sich der Eiweißniederschlag abgesetzt hat, kann man durch ein großes 
Faltenfilter filtrieren. Die Resultate werden so nicht weniger richtig, als 
wenn man die Flüssigkeit über Nacht stehen läßt. 

Für die Bestimmung des Gesamtacetons verwenden wir gewöhnlich 
je 500 cm: Filtrat. Die Bestimmung wird stets doppelt ausgeführt. 

Es genügt bei Verwendung dieser Flüssigkeitsmenge völlig, die 
Flüssigkeit während 20—25 Minuten im Sieden zu erhalten, wobei etwa 
60 cm® Flüssigkeit übergehen. 

Die titrimetrische Bestimmung im Destillat erfolgt ganz in der oben 
für den Harn beschriebenen Weise. 


c) Bestimmung des Acetons in der Atemluft. 


Wir haben bereits hervorgehoben, daß im Organismus auftretendes 
Aceton, soweit es nicht verbrannt wird, nur zum kleinsten Teil mit dem 


!) Ph. Shaffer, A ınethod for the quantitativ Determination of 5-Oxybutyrie Acid 
in Urine. The Journ. of biol. chem. Vol.5. p. 220 (1908/09). 

®2) Es ist nötig, die Untersuchung an möglichst frischen Organen anzustellen, 
weil überlebende Organe Aceton und Acetessigsäure nach Embden und Michaud (Hof- 


_ meisters Beitr. Bd. 11. S.332 [1908]) sehr rasch zerstören können. 
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Harn, zum weitaus größten Teil mit der Atemluft ausgeschieden wird. 
Ähnlich verhält sich auch in den Organismus künstlich eingeführtes Aceton. 
Es erwuchs daher die Aufgabe, das Aceton in der Atemluft zu bestimmen. 
Die nicht mit Wasserdämpfen flüchtige Acetessigsäure geht natürlich nicht 
in iu Atemluft über. 

) Verfahren von Geelmuyden.‘) Geelmuyden bestimmte an Tieren 
das ee der Atemluft unter Anwendung eines dem Pettenkoferschen 
ähnlichen Respirationsapparates. Diese Methode soll hier nur im Prinzip 
kurz skizziert werden. 

Durch einen Kasten, in dem sich der Käfig für das Versuchstier 
befindet, wurde ein Luftstrom durchgeleitet. Die Ableitung verzweigte sich 
in zwei Teile. Die Hauptmenge der austretenden Luft wurde durch Kali- 
lauge und Natronkalk von Kohlensäure befreit und mittelst einer Gasuhr 
gemessen. Die die Nebenleitung passierende Luft, die ebenfalls durch eine 
Gasuhr gemessen wurde, diente zur Bestimmung des Acetons. Sie wurde 
zunächst durch ein Absorptionsgefäß mit Kalilauge, dann durch ein Ver- 
brennungsrohr mit glühendem Kupferoxyd und endlich durch ein Absorp- 
tionsrohr mit titriertem Barytwasser geleitet. 

In dem Absorptionsgefäß mit Kalilauge wurde Kohlensäure und ein 
Teil des in der Atemluft enthaltenen Acetondampfes zurückgehalten. Der 
Rest verbrannte in der Kupferoxydröhre zu Wasser und Kohlensäure, 
welch letztere in der Barytröhre absorbiert, in der gewöhnlichen Weise 
titrimetrisch bestimmt und in Aceton umgerechnet wurde. 

Das in der Kaliröhre befindliche Aceton wurde nach der Messinger- 
schen Methode titrimetrisch bestimmt. Durch Umrechnung auf das ge- 
samte, den Apparat passierende Luftquantum wurde die gesamte, von dem 
Versuchstier mit der Atemluft ausgeschiedene Acetonmenge bestimmt. 

6) Verfahren von Fr. Voit.:2) Auch Voit bediente sich bei seinen 
quantitativen Bestimmungen des Acetons in der Atemluft des Pettenkofer- 
Voitschen Respirationsapparates. 

Er ließ einen gemessenen Luftstrom durch vier hintereinander ge- 
schaltete, mit dauernd gekühltem Wasser beschickte Woulfsche Flaschen 
streichen. Das Aceton wurde in den ersten beiden Flaschen absorbiert. 

y) Verfahren von L. Schwarz. Schwarz) brachte bei seinen Be- 
stimmungen des Acetons in der Atemluft das Versuchstier unter eine 
hermetisch abgeschlossene Glasglocke, durch welche mittelst einer Wasser- 
strahlpumpe ein regulierbarer Luftstrom durchgesaugt wurde. 

Die angesaugte Luft strich durch eine Waschflasche mit destilliertem 
Wasser. Der Exspirationsstrom hatte ein System solcher Flaschen zu pas- 


') H. Chr. Geelmuyden, Über Aceton als Stoffwechselprodukt. Zeitschr. f. physiol. 
Chemie. Bd. 23. S. 436 (1897). 


?) Fr. Voit, Beitrag zur Lehre von der Acetonausscheidung. Arch. f. klin. Med. 
Bd. 66 (1899). 


°) Leo Schwarz, Über die Oxydation des Acetons und homologe Ketone FR Fett- 
säurereihe. Arch. f. experim. Path. u. Pharm. Bd. 40. S. 172 (1898). 
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sieren, die je nach der Menge des zu erwartenden Acetons mit wechseln- 
den Quanten destillierten Wassers gefüllt waren und während des Versuches 
ausgewechselt werden konnten. Zum Zurückhalten des Acetons diente auber 
den Wassermengen in diesen Flaschen noch eine Quantität destillierten 
Wassers, die in den Glockenraum selbst gebracht wurden. 

5) Verfahren von Johannes Müller. -Am Menschen hat zuerst 
Johannes Müller‘) Acetonbestimmungen in der Atemluft ausgeführt. Die 
Trennung der In- und Exspirationsluft wird durch eine dem Geppert- 
Zuntzschen Apparat entlehnte Ventilanordnung besorgt. Die Exspirations- 
luft streicht durch vier hintereinander geschaltete Woul/sche Flaschen von 
0'52 Inhalt, die zur Hälfte mit destilliertem Wasser gefüllt sind, das durch 
eine Kältemischung stark gekühlt wird. Zwischen die Woulfschen Flaschen 
und das Exspirationsventil ist ein ca. 32 fassender Gummisack als Wind- 
kessel eingeschaltet, der den Zweck hat, den Exspirationsstrom aus einem 
ungleichförmigen in einen gleichförmigen umzuwandeln. 

Die vier hintereinander geschalteten, wassergefüllten Waschflaschen 
stellen natürlich für den Exspirationsstrom ein sehr wesentliches Hinder- 
nis dar. Dieses Hindernis wird durch einen Geigl-Mayrschen Schöpfrad- 
ventilator überwunden; durch schnelleres oder langsameres Drehen des 
Schöpfrades und durch Öffnen von Nebenhähnen kann die Aspirations- 
kraft beliebig reguliert werden, so daß stets die Exhalationsluft ohne 
Widerstand das Ausatmungsventil, den Gummisack und das Wasser in den 
vier Woulfschen Flaschen passiert. 

Bei der Ausführung des Versuches wird als Mundstück das bekannte 
des Zuntz-Geppertschen Apparates verwendet. Die Nase wird natürlich zu- 
geklemmt. Die Versuche können ohne-Beschwerden für die Versuchsperson 
eine Stunde und länger fortgesetzt werden, doch erwies es sich als zweck- 
mäßig, sie nicht über 20—30 Minuten auszudehnen, weil sonst die Ab- 
sorption des Acetons unvollständig werden kann. 

Die Absorption des Acetons in dem Wasser der Waschflaschen ist 
dann als vollständig anzusehen, wenn in der letzten Flasche mittelst der 
Liebenschen Jodoformreaktion Aceton nicht oder nur in Spuren nachweis- 
bar ist. 

Nach dem Schluß des Versuches wird der Inhalt der Woulfschen 
Flaschen vereinigt und in der gesamten Wassermenge oder einem ge- 
messenen aliquoten Teil- derselben das Aceton direkt nach Messinger- 
Huppert titriert. 

Eine anscheinend nicht unzweckmäßige Modifikation des Mällerschen 
Verfahrens hat Waldvogel?) vorgeschlagen. 


!) Johannes Müller, Über die Ausscheidungsstätten des Acetons in der Atemluft 
und den Hautausdünstungen des Menschen. Archiv f. experim. Path. u. Pharm. Bd. 40. 
S. 351 (1898). 

2) Waldvogel, Die Acetonkörper. Stuttgart 1903. S. 25. 
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Anhang. 


Auf die Eigenschaft des Acetons, mit Quecksilbersulfat sehr schwer 
lösliche Verbindungen zu geben, hat Deniges eine quantitative Methode zu 
gründen versucht. In ihrer gravimetrischen!) Form ist dieselbe zum 
mindesten umständlicher als die Titration, während die sogenannte chro- 
nometrische?) von allzuviel Zufälligkeiten abhängen dürfte. 

(regen beide Anwendungsformen spricht die Tatsache, daß die Zu- 
sammensetzung der Niederschläge nicht endgültig feststeht und nicht ein- 
mal bewiesen ist, daß immer dieselbe Verbindung entsteht. 

Über die quantitative Bestimmung des Acetons als p-Nitrophenyl- 
hydrazon siehe unten unter Isolierung des Acetons S. 919. 


3. Isolierung des Acetons. 
a) Isolierung des Acetons in Substanz. 


Deichmüller :) hat auf folgende Weise größere Mengen reinen Acetons 
aus Harn dargestellt.) Je 22 Harn wurden auf kleiner Flamme möglichst 
rasch destilliert, bis ungefähr der zehnte Teil übergegangen war. Von 
diesem Destillat wurden allmählich 47 gesammelt. Es reagierte stark am- 
moniakalisch und war durch übergeschäumte Karbonate getrübt. Durch 
mehrmalige Destillation wurde die Flüssigkeit an Aceton angereichert. 
Beendet wurde die Operation jedesmal dann, wenn das Destillat keine 
Liebensche Reaktion mehr gab. 

Endlich wurde das Destillat mit Pottasche gesättigt, die ölige Schicht 
abgehoben, zur Entfernung von Alkohol mit frisch getrocknetem porösen 
Chlorcaleium behandelt und nach einigen Tagen abdestilliert. Durch frak- 
tionierte Destillation wurde hierbei Aceton vom richtigen Siedepunkt ge- 
wonnen. Zur weiteren Reinigung kann man das Aceton in die Bisulfitver- 
bindung überführen. 


b) Isolierung des Acetons in Form kristallisierender 
Verbindungen. 


Für die Isolierung des Acetons in Substanz sind außerordentlich 
große Mengen acetonhaltigen Harnes erforderlich. Weit leichter kann man 
das Aceton in Form einer seiner charakteristischen kristallisierenden Ver- 
bindungen isolieren. 


1) Deniges, Nachweis und Bestimmung des Acetons mit Merkurisulfat. Chem. 
Zentralbl. Bd.1. S. 233 (1909). 

°) L’applieation de la methode chronometrique a l’analyse quantitative. Annales 
de Chimie. [8.] T.12. p. 394 (1908). 

3) Deichmüller, Über diabetische Acetonurie. Liebigs Annalen d. Chem. Bd. 209. 
8. 22 (1881). 

*) Dieses Aceton dürfte zum größten Teil erst bei der Verarbeitung des Harn aus 
Acetessigsäure entstanden sein. 
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x) Isolierung des Acetons als p-Nitrophenylhydrazon.') 

Das Aceton reagiert mit p-Nitrophenylhydrazin unter Bildung von 
Aceton-p-nitrophenylhydrazon, einer fast wasserunlöslichen, prachtvoll kristal- 
lisierenden Substanz: 


CH;\ 
CH, 2C0 + H, NNHG, H, NO, 


en) SC—NNHC,H,NO,+H,0 
p-Nitrophenylhydrazin Aceton-p-nitrophenylhydrazon. 

200 em® Harn werden nach Zusatz von 5 cm® 35°/,iger Schwefelsäure 
destilliert und das Destillat in stark gekühlter Vorlage aufgefangen. Man 
destilliert 100—120 cm® ab und versetzt mit einer nötigenfalls filtrierten 
frischen Lösung von 0'5—1g des Paranitrophenylhydrazins in 5 em® Eis- 
essig und 10cm® Wasser. Es entsteht sofort eine Trübung und schon nach 
einer Minute scheidet sich ein reingelber kristallinischer Niederschlag aus. 
Zur völligen Abscheidung genügt eine halbe Stunde. Längeres Stehenlassen 
ist wegen möglicher Zersetzung des Reagens zu vermeiden. 

Der Niederschlag wird auf einem gewogenen, gehärteten Filter ab- 
gesaugt und unterhalb von 80° bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. Das 
Acetonparanitrophenylhydrazon kristallisiert aus wenig heißem Alkohol in 
langen glänzenden goldgelben Nadeln. Schmelzpunkt 148—148°5°. ?) 

Die gefundene Hydrazonmenge mit 0'5 multipliziert ergibt die Menge 
des Acetons. Für 100 cm? der gefällten Lösung addiert man zur Korrektur 
des Löslichkeitsfehlers 0'006 y Hydrazon oder 00018 g Aceton. In dieser 
Form soll die Isolierung des Acetons als p-Nitrophenylhydrazon auch als 
quantitative Bestimmungsmethode anwendbar sein. 


6) Isolierung des Acetons als Dibenzalaceton. 


Aceton bildet in alkalischer Lösung mit Benzaldehyd durch Konden- 
sation das schön kristallisierende Dibenzalaceton. >) 


2,20, , OCHG, 3;  CHC.H 
0% ch, + oCHC, H, — OKCH=CHC, H, + 23:0 
Aceton Benzaldehyd Dibenzalaeeton. 

Die acetonhaltige Flüssigkeit wird in der eben geschilderten Weise 
destilliert, bis kein Aceton mehr übergeht und das Destillat noch einmal 
in gleicher Weise behandelt. Bei nochmaliger Destillation fängt man die 
übergehende Flüssigkeit in Reagenzgläsern auf, gibt in jedes 2 cm® Natron- 


!) van Ekenstein und Blanksma, Sur quelques hydrazones derives des nitro- 
phenylhydraeines ortho, meta et para. Recueil des Travaux Chimiques des Pays-Bas. 
T. 24. p. 33 (1905). — 5. Möller, Über Acetonbestimmung im Harn. Zeitschr. f. klin. 
Med. Bd. 64. S. 207 (1907). 

®) Bamberger und Sternitzki, Weiteres über Dihydromethylketol. Ber. d. Deutsch. 
chem. Ges. Bd. 26. S. 1306 (1893). 

®) Vorländer und Hobohm, Über die Kondensation von Ketopentamethylen mit 
Aldehyden. Ber. d. Deutsch. chem. Ges. Bd. 29. S. 1840 (1896). — Embden und Kalber- 
lah, Über Acetonbildung in der Leber. I. Mitteilung. Hofmeisters Beitr. Bd. 8. S. 3 
(1906). 
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lauge von 10°/, und 2 Tropfen Benzaldehyd, schüttelt zur Lösung des 
Aldehyds und läßt gut verschlossen bei Zimmertemperatur stehen. Nach 
Verlauf von 24 Stunden ist meistens die anfangs entstandene ölige Trübung 
in einen schön kristallinischen Niederschlag übergegangen, der auf einem 
sehärteten Filter abgesaugt und mit Wasser bis zum Verschwinden der 
alkalischen Reaktion gewaschen wird. Das Waschwasser geht anfangs trübe 
durch, ohne daß jedoch merkliche Materialverluste entstehen. Man löst in 
wenig heißem Alkohol und spritzt auf dem Wasserbade heißes Wasser bis 
zur beginnenden Trübung zu. Bei langsamem Abkühlen scheidet sich die 
Hauptmenge des Produktes kristallinisch aus. Meistens schon jetzt, immer 
aber nach nochmaligem Umlösen zeigt die Substanz den Schmelzpunkt 
112° (korr.): 


II. Nachweis und Bestimmung der Acetessigsäure. 


Die Acetessigsäure ist ein in freiem Zustande und in konzentrierteren 
Lösungen ihrer Salze so unbeständiger Körper, daß ihre Darstellung erst 
gelang, als sie in Form ihrer Ester schon lange bekannt war. 1863 stellte 
Geuther }) zuerst den Acetessigsäureäthylester durch Einwirkung von Natrium 
auf essigsaures Äthyl dar. Er fand auch, daß der Ester mit Eisenchlorid 
eine kirschrote Färbung gibt. 

Als im Jahre 1865 dann Gerhardt?) entdeckte, daß Diabetikerharne 
mit Eisenchlorid sich rot färben, glaubte er diese Erscheinung auf einen 
Gehalt an acetessigsaurem Äthyl zurückführen zu müssen. 

Diese Ansicht schien dadurch eine Stütze gewinnen zu sollen, dab 
mehrere Autoren, z. B. Hilger 3), angaben, aus diabetischem Harn die zu 
erwartenden Spaltprodukte des Acetessigsäureäthylesters, nämlich Aceton 
und Äthylalkohol, dargestellt zu haben. 

Demgegenüber stellten Deichmäller +) und Tollens’) fest, daß bei 
Destillation diabetischer, die Eisenchloridreaktion gebender Harne zwar 
Aceton in reichlicher Menge, Alkohol aber höchstens in Spuren isoliert 
werden kann, daß ferner die mit Eisenchlorid reagierende Substanz eine 
stärkere Säure als Essigsäure ist und somit nicht der nur wenig saure 
Ester sein kann. Sie sprachen die Vermutung aus, daß die freie Acetessig- 
säure vorliege. 

Kurz nachher gelang Ceresole®) die Darstellung der freien Acetessig- 
säure durch Verseifung des Esters mit Kalilauge von 21/,°%/, in der Kälte 
!) Geuther, Jahresbericht über die Fortschritte der Chemie. S. 323 (1863). 

?) Gerhardt, Über Diabetes melitus und Aceton. Wiener med. Presse. Bd. 6. 
3.28 (1865). 

>) Hilger, Über den Nachweis der sogenannten Äthyldiacetsäure im Harn. An- 
nalen der Chem. Bd. 195. S. 314 (1879). 

#) Deichmüller, a. a. 0. 

5) Tollens, Über Eisenchlorid rotfärbenden Harn. Annalen der Chem. Bd. 209. 
S. 30 (1881). 


6) Ceresole, Über Nitrosoaceton und Acetessigsäure. Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 
Bd. 15. S. 1326 (1882); Über Acetessigsäure. Ebenda. S. 1872. 
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und die von ihm beobachteten Eigenschaften decken sich soweit mit denen 
der im Diabetikerharn vorkommenden Säure, daß die Vermutung von 
Tollens zur Gewißheit wurde. 

Die freie Acetessigsäure wird am besten durch Zersetzung des Barium- 
salzes mit Schwefelsäure, Ausäthern und vorsichtiges Verjagen des Äthers 
dargestellt. 

Sie bildet eine farblose, dickliche, hygroskopische, mit Wasser in 
jedem Verhältnis mischbare, sehr saure Flüssigkeit, die sich schon unter- 
halb 100° stürmisch in Aceton und Kohlensäure zersetzt. 

Mit Eisenchlorid färben sich sowohl die freie Säure als auch ihre 
Salze rotviolett. 

Das Barytsalz, Silbersalz, Kupfersalz und Zinksalz sind leicht wasser- 
löslich und amorph. 


1. Nachweis der Acetessigsäure. 


Zum Nachweis der Acetessigsäure muß wegen der eben erwähnten großen 
Zersetzlichkeit dieses Körpers möglichst frischer Harn verwendet werden. 

a) Reaktion von Gerhardt. Die Eisenchloridreaktion, durch die, wie 
eben erwähnt, Gerhardt auf das Vorhandensein der Acetessigsäure im 
Harn aufmerksam wurde, wird auch heute noch allgemein angewendet. 

Ihre Ausführung geschieht in der Weise, daß man dem zu prüfenden 
Harn 10°/,ige Eisenchloridlösung tropfenweise zusetzt, bis die anfangs ent- 
stehende Fällung von Eisenphosphat sich wieder gelöst hat. Bei Gegenwart 
von Acetessigsäure zeigt der Harn dann eine rotviolette Färbung von 
großer Intensität. 

Eine Rotfärbung mit Eisenchlorid erhält man nun aber auch mit 
Ameisensäure, Essigsäure und Rhodanwasserstoffsäure, ferner mit Phenolen 
und Phenolkarbonsäuren. In allen diesen Fällen tritt die Färbung aber auch 
nach kurzem Aufkochen des Harns auf, während sie nicht mehr eintritt, 
wenn sie durch Acetessigsäure verursacht war. 

Um die Acetessigsäure neben den genannten Säuren nachzuweisen, 
prüft man den ätherischen Auszug des angesäuerten Harns mit einer 
dünnen wässerigen Eisenchloridlösung. Hierbei tritt keine Färbung ein, 
wenn die Reaktion auf der Gegenwart von Ameisensäure oder Essigsäure 
beruhte. Bei Gegenwart von Rhodanwasserstoffsäure wird die ätherische, 
bei Vorhandensein von Acetessigsäure die wässerige Schicht rot gefärbt. 

Nach Genuß von salieylsäurehaltigen Mitteln, Phenacetin, Antipyrin, 
Thallin und anderen ist die Reaktion nicht brauchbar. 

Die Reaktion ist nicht besonders empfindlich. Für ihre praktische Ver- 
wendung am Krankenbett liegt aber darin eher ein Vorteil als ein Nachteil. 

b) Reaktion von Riegler.‘) Freie Jodsäure wird durch verschiedene 
Harnbestandteile, vor allem Harnsäure, unter Freiwerden von Jod reduziert. 


') Riegler, Neuere Reaktionen auf Acetessigsäure. Münchener med. Wochenschr. 
Bd. 53. S. 448 (1906). 
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Durch Acetessigsäure wird dieses aber auch bei saurer Reaktion sofort 
wieder gebunden. 

Man versetzt 10 cm® Harn mit 3 cm 10°/,iger Jodsäure, 3 cm® Chloro- 
form und schüttelt. Bei acetessigsäurefreien Harnen wird das Chloroform 
violett gefärbt, bei Gegenwart von Acetessigsäure bleibt es farblos. 

Sehr verdünnte diabetische Harne enthalten manchmal zu wenig 
reduzierende Bestandteile, so daß der negative Ausfall der Reaktion nicht 
beweisend ist. Ziegler selbst schlägt vor, in solchen Fällen zunächst ein 
Gemisch von normalem Harn, Jodsäure und Chloroform zu schütteln, dann 
den zu prüfenden Harn zuzufügen und nachzusehen, ob bei abermaligem 
Schütteln die violette Farbe des Chloroforms verschwindet. Einfacher ist 
es, nach Lindemann!) in solchen Fällen 10 cm® des zu prüfenden Harns 
mit 5 Tropfen 30°/,iger Essigsäure deutlich anzusäuern, 5 Tropfen Jod- 
jodkaliumlösung zuzusetzen und mit 2 cm Chloroform zu schütteln. 

Die Reaktion ist empfindlicher als die Gerhardtsche und charakte- 
ristisch für Acetessigsäure. Ihr chemischer Verlauf ist noch nicht ganz 
aufgeklärt, wahrscheinlich aber entstehen Jodderivate des Acetons. 

c) Reaktion von Arnold.?) Die Acetessigsäure reagiert mit Diazover- 
bindungen unter Austausch eines Wasserstoffatoms der Methylengruppe 
gegen die Benzolazogruppe. 


CH, CH, 
co co 
CH + CINC,H,COCH, =  CHN,.C,H,COCH, +HCl 
COOH p-Diazoacetophenonchlorid COOH 

Acetessigsäure Acetophenon-p-azoacetessigsäure. 


Unter den so entstehenden Verbindungen ist die Acetophenon-p-Azo- 
acetessigsäure durch die Leichtigkeit ihrer Bildung und ihre intensiv violette 
Färbung ausgezeichnet. 

Um die Reaktion anzustellen, bedarf man zweier Lösungen, nämlich 
erstens einer Lösung von 19 p-Amino-Acetophenon in 2 cm? starker Salz- 
säure und 100 cm® Wasser, die wasserklar sein muß und zweitens einer 
1°/,igen Lösung von Natriumnitrit. Man vermischt zwei Teile der ersten 
Lösung mit einem Teil der zweiten. Hierbei erfolgt die Diazotierung des 
Aminoacetophenons nach der Gleichung 

CH, COC,H,NAB, + NO,Na+2HCl=(CH, COC,H,N, Cl 
p-Aminoacetophenon p-Diazoacetophenonchlorid 
+ NaCl+2B;0. 

Fügt man zu diesem Reagens die gleiche Menge des zu prüfenden 

Harns und einige Tropfen konzentrierten Ammoniaks, so entsteht bei allen 


!) Riegler, Zum Nachweis der Acetessigsäure im Harn. Münchener med. Wochen- 
schrift. Bd. 52. S. 1386 (1905). 

?) Arnold, Eine neue Reaktion zum Nachweis der Acetessigsäure im Harn. Wiener 
klin. Wochenschr. Nr. 20 (1899); Über Nachweis und Vorkommen der Acetessigsäure 
im pathologischen Harn. Zentralbl. f. innere Medizin. Bd. 21. S. 417 (1900). 
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Harnen eine mehr oder weniger intensive braunrote Färbung. Etwas von 
dieser rotbraunen Lösung wird nun mit einem starken Überschuß konzen- 
trierter Salzsäure versetzt. Ist Acetessigsäure im Harn enthalten, so färbt 
sich die Mischung prachtvoll purpurviolett. (Je mehr Acetessigsäure vor- 
handen ist, desto mehr tritt das Violett hervor.) Bei Abwesenheit von Acet- 
essigsäure schlägt durch den Salzsäurezusatz die braune Färbung in Gelb 
um, ohne eine Spur von Rotfärbung zu zeigen. 

Bei sehr großem Gehalt an Acetessigsäure kann es bei dem Am- 
moniakzusatz zur Abscheidung eines amorphen braunen Körpers kommen, 
der in konzentrierter Salzsäure mit rein violetter Farbe löslich ist. 


2. Quantitative Bestimmung der Acetessigsäure. (Getrennte Be- 
stimmung von Acetessigsäure und Aceton.) 


a) Im Harn. Die getrennte Bestimmung von Acetessigsäure und 
Aceton kann nach zwei verschiedenen Methoden ausgeführt werden, der 
von Embden und Schliep und der von Folin. 

Methode von Eimbden und Schliep.!) Der Harn wird unter Vermei- 
dung eines längeren Aufenthaltes in der Blase so frisch wie möglich unter- 
sucht. Mit 20 cm® Harn (bei sehr hohem Acetongehalt mit 10 cm®, bei sehr 
niedrigem mit einer größeren Menge) wird eine Bestimmung des Acetons 
nach Messinger-Huppert vorgenommen: Bestimmung A (Gesamtaceton). 

Eine gleichgroße Harnmenge wird in einen Rundkolben von 27 ge- 
bracht und 130—150 em3 Wasser hinzugefügt. Die Flüssigkeit wird unter 
möglichst niedrigem Druck aus einem Wasserbade, dessen Temperatur 34 bis 
35° nicht übersteigt, während 30—55 Minuten destilliert (es sollen mindestens 
60—65 cm? übergegangen sein). Der Destillationskolben wird mit der Vorlage 
durch einen langen Ziebiyschen Kühler verbunden, die Vorlage mit Eis ge- 
kühlt. Durch Einleitung geringer Luftmengen mittelst einer Kapillare wird 
das Auftreten von Siedeverzug verhindert. Nach Beendigung der Vakuum- 
destillation wird mit dem Destillationsrückstand unter Überführung in ein 
geeignetes Destillationsgefäß ebenfalls eine Bestimmung nach Messinger- 
Huppert vorgenommen: Bestimmung B (Aceton aus Acetessigsäure). 

Die Menge des präformierten Acetons ergibt sich als Differenz des 
Gesamtacetons und des Acetons aus Acetessigsäure. 

b) Im Blut. Embden und Engel?) haben diese Methode auch auf 
das Blut angewendet. Die Fällung des Blutes mit Quecksilberchlorid und 
Salzsäure und die Bestimmung des Gesamtacetons geschah ganz in der 
oben, S. 915 angegebenen Weise. 

Zur Bestimmung der Acetessigsäure wurde eine gemessene Menge 
des Filtrats mit Natronlauge genau neutralisiert und der Destillation im 
Vakuum in der eben geschilderten Weise unterworfen. Dei der großen 


1) Embden und Schliep, Über getrennte Bestimmung von Aceton und Acetessig- 
Bene. Zentralbl. f. d. ges. Physiol. u. Pathol. d. Stoffwechsels. Nr. 7 u. 8 (1907). 

?) Embden und Engel, Über Acetessigsäurebildung in der Leber. Hofmeisters Beitr. 
Ba. 11. S. 323 (1908). 
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Flüssigkeitsmenge ist es notwendig, die Vakuumdestillation auf eine Stunde 
auszudehnen, wobei etwa 100 cm3 Flüssigkeit übergehen sollen. 

Hiernach wird der Destillationsrückstand mit der der zur Neutralisation 
verbrauchten Natronlauge entsprechenden Salzsäurenmenge angesäuert und 
wiederum eine Bestimmung nach Messinger-Huppert vorgenommen (Aceton 
aus Acetessigsäure). 

Auch hier ergibt sich natürlich die Menge des präformierten Acetons 
als Differenz des (nach S. $15 bestimmten) Gesamtacetons und des Acetons 
aus Acetessigsäure. 

Berechnung. 1 cm? Zehntelnormaljodlösung entspricht 1'701 mg Acet- 
essigsäure. 

Methode von Folin.!) Die Folinsche Trennung des präformierten 
Acetons von der Acetessigsäure beruht darauf, daß Aceton aus wässerigen 
Lösungen durch einen raschen Luftstrom fortgerissen wird, während die 
Acetessigsäure unbeeinflußt bleibt. 

In einem hohen Glaszylinder werden 20 cm? des zu untersuchenden 
Harnes mit 0'2—0'3 g Oxalsäure oder einigen Tropfen Phosphorsäure ver- 
setzt und mit wenig Petroleum überschichtet. Man verbindet nun mit der 
Vorlage — einer geräumigen Gaswaschflasche —, die 150 cm® Wasser, 
10 cm3 40°/,ige Kalilauge und einen Überschuß von Zehntelnormaljodlösung 
enthält und saugt mit Hilfe einer kräftigen Saugpumpe während 20 bis 
25 Minuten einen lebhaften Luftstrom durch den Apparat. Man säuert nun 
den Inhalt der Vorlage mit 25°/,iger Salzsäure an, gibt einige Tropfen Stärke- 
lösung dazu und titriert in der oben, S. 913 beschriebenen Weise das unver- 
brauchte Jod mitZehntelnormalthiosulfatlösung zurück (präformiertes Aceton). 

Die Menge der Acetessigsäure ergibt sich aus der Differenz des nach 
Messinger-Huppert bestimmten Gesamtacetons und des präformierten Acetons. 

Eine Fehlerquelle der Methode, auf die Folin selbst hingewiesen hat, 
ist die Notwendigkeit, das Kaliumhypojodit 25 Minuten stehen zu lassen. 
Wenn auch die Angaben über die Zersetzlichkeit solcher Lösungen sicher 
teilweise übertrieben sind, ist man doch vor Jodverlusten nicht sicher. 


II. Nachweis, Bestimmung und Isolierung der 8-Oxybuttersäure. 


Unabhängig voneinander gelang es Minkowski ?) und Külz>), im Harn 
von Zuckerkranken £-Oxybuttersäure nachzuweisen, nachdem schon vorher 
Stadelmann *) aus diabetischem Harn «-Crotonsäure gewonnen hatte. 


') Folin, On the separate Determination of Acetone and Diacetie Acid in Diabetie 
Urines. Journal of Biologieal Chemistry. Vol.3. p. 177 (1907). 

2) O.Minkowski, Über das Vorkommen von-Oxybuttersäure im Harn bei Diabetes 
melitus. Arch. f. exp. Path. u. Pharm. Bd.18. S.35 (1884). 

®) E. Külz, Über eine neue linksdrehende Säure (Pseudooxybuttersäure), ein Bei- 
trag zur Kenntnis der Zuckerharnruhr. Zeitschr. f. Biol. Neue Folge. Bd. 2. S. 165 (1884). 

*#) Stadelmann, Über die Ursachen der pathologischen Ammoniakausscheidung 
beim Diabetes melitus und des Coma diabeticum. Arch. f. exp. Path. u. Pharm. Bd. 17. 
S. 419 (1883). 
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Die Crotonsäure wurde von Minkowski als ein aus der Oxybutter- 
säure entstandenes Laborationsprodukt erwiesen, ihre Natur als <-Uroton- 
säure von %. Külz!) festgestellt. 

Der letztgenannte Autor entdeckte auch die optische Aktivität der 
natürlichen &-Oxybuttersäure. 

In kristallisiertem Zustand wurde die £-Oxybuttersäure zuerst von 
Magnus-Lery?) gewonnen. 

Die 1-5-Oxybuttersäure wird gewöhnlich nur als farbloser Sirup er- 
halten. Magnus-Levy ist es, wie eben erwähnt, gelungen, sie zur Kristalli- 
sation zu bringen. Die kristallisierte &-Oxybuttersäure stellt nach ihm ?) 
glashelle plattenförmige Kristalle dar, die bei 47'5--48° zu sintern beginnen 
und bei langsamem Erhitzen bei 49—50° (unkorr.) schmelzen. 

Die Säure löst sich leicht in Wasser, Äther, Äthylalkohol, Methyl- 
alkohol, Amylalkohol, Essigäther, Aceton und Essigsäure, nicht in Benzol, 
Toluol, Petroläther. 

Sie ist sehr stark hygroskopisch. Die spezifische Drehung beträgt nach 
dem eben genannten Autor bei Temperaturen von 17—22° und Konzen- 
trationen unterhalb 12°/, [xp —2412°. 

Von den Salzen der £-Oxybuttersäure sind mehrere kristallisiert er- 
halten worden, so namentlich das Silbersalz, das Natriumsalz, das Kalium- 
salz, das Zinksalz, das Cadmiumsalz. 

Von großer praktischer Bedeutung ist die Eigenschaft der &-Oxy- 
buttersäure, unter Wasserabspaltung in «-Crotonsäure überzugehen. Die 
hierbei sich abspielende Reaktion wird durch folgende Gleichung ausge- 
drückt. 

CH,CHOHCH, COOH = CH,CH=CHCOOH +H,0 
ß-Oxybuttersäure %-Crotonsäure. 

Diese Wasserabspaltung erfolgt bereits beim Erhitzen der %-Oxybutter- 
säure mit Wasser, leichter und vollständiger aber beim Erwärmen mit ver- 
dünnter Schwefelsäure. 

Bei der Oxydation einer wässerigen £-Oxybuttersäurelösung durch 
Kochen mit Kaliumbichromat und Schwefelsäure entsteht Aceton. 

Bei der Einwirkung von Wasserstoffsuperoxyd und Ferrosulfat in der 
Kälte wird Acetessigsäure gebildet. 


1. Nachweis der £-Oxybuttersäure. 
a) Durch Überführung in #-Crotonsäure. 


Für den Nachweis der ß-Oxybuttersäure kommen die Reindarstellung 
und Kristallisation der freien Säure, welche ziemlich umständlich ist und 


1) E. Külz, Zur Kenntnis der linksdrehenden Oxybuttersäure. Arch. f. exp. Path. 
u. Pharm. Bd.18. S. 291 (1884). 

2) A. Magnus-Levy, Untersuchungen über die Acidosis im Diabetes melitus und 
die Säureintoxikation im Coma diabetieum. Arch. f. exp. Path. u. Pharm. Bd. 45. 5. 389 
(1901). 
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in der praktischen Harnanalyse wohl nur wenig Anwendung findet, und 
die ebenfalls einigermaßen zeitraubende Darstellung und Analyse des Silber- 
salzes weniger in Betracht, als die Überführung der %-Oxybuttersäure in 
-Crotonsäure nach der oben angegebenen Reaktionsgleichung. 

Bisweilen wird diese Darstellung der Crotonsäure direkt am Harn, 
eventuell nach vorheriger Einengung, ausgeführt, indem der Harn mit dem 
gleichen Volumen konzentrierter Schwefelsäure versetzt und der Destillation 
unterworfen wird. 

Es ist zweckmäßig, hierbei das Volumen des Harnschwefelsäurege- 
misches durch dauerndes Zutropfenlassen von Wasser aus einem Tropf- 
trichter einigermaßen konstant zu halten. 

Aus den ersten Anteilen des Destillates scheidet sich bei genügender 
Abkühlung unter Umständen direkt die sehr charakteristisch riechende 
«-Grotonsäure ab. Stets ist sie sehr leicht zur Kristallisation zu bringen, 
wenn man das gewonnene Destillat mehrmals ausäthert — gewöhnlich 
bleiben nach etwa viermaliger Ausätherung nur sehr geringe Mengen der 
Säure in der wässerigen Lösung zurück — und den Äther der spontanen 
Verdunstung überläßt. 

Die hierbei sich abscheidenden Kristalle haben bisweilen schon nach 
dem einfachen Abpressen auf dem Tonteller den richtigen Schmelzpunkt 
von 71—72°. Die Reinigung der Crotonsäure erfolgt nach unseren Er- 
fahrungen sehr zweckmäßig in der Art, daß man die Substanz in Äther 
löst, die Hauptmasse des Äthers durch Erwärmen verjagt und die so ge- 
wonnene Flüssigkeit mit Petroläther fällt. Auf diese Weise können nament- 
lich geringe Mengen flüchtiger Fettsäuren und ebenso auch verunreinigende 
Benzoesäure leicht beseitigt werden. Die bei der Destillation von Harn oder 
Harnätherextrakt aus Hippursäure frei gewordene Benzoesäure ist ebenso 
wie die Crotonsäure mit Wasserdämpfen leicht flüchtig und kristallisiert 
fast noch leichter als die Crotonsäure. 

Nie darf man daher versäumen, den Schmelzpunkt der bei der Destil- 
lation erhaltenen Kristalle zu bestimmen. (Schmelzpunkt der Benzoesäure 
121°, also nahezu 50° höher als der der x-Crotonsäure.) 


b) Durch Überführung in Acetessigsäure. 


Wie bereits erwähnt, entsteht bei der Oxydation von ß-Oxybutter- 
säure mit Wasserstoffsuperoxyd und Ferrosulfat Acetessigsäure. Die Acet- 
essigsäure kann leicht mittelst der Eisenchloridreaktion nachgewiesen 
werden. 

Black‘) dampft 5—20 cm3 des zu untersuchenden Harns auf dem Wasser- 
bade bei gelinder Wärme auf !/, bis 1/, des Ausgangsvolumens ein. Hierbei 
wird von vornherein etwa vorhandene Acetessigsäure zerstört. 


') Black, The deteetion and quantitative determination of ß-oxybutyrie aeid in 
the urine. The Journal of Biological Chemistry. Vol. 5. p. 207 (1908/09). 
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Die eingedampfte Flüssigkeit wird mit einigen Tropfen konzentrierter 
Salzsäure angesäuert, mit gebranntem Gips zu einer dicken Paste ver- 
rieben und bis zur beginnenden Erstarrung sich selbst überlassen. 

Die Masse wird vründlich zerstoßen und zweimal mit Äther unter 
Umrühren und Dekantation des gewonnenen Ätherextrakts extrahiert. Nach 
dem Verjagen des Äthers wird der Rückstand in Wasser aufgenommen 
und mit Bariumkarbonat neutralisiert. Das gewonnene, annähernd neutral 
reagierende Filtrat wird im Reagenzrohr mit 2 oder 3 Tropfen des ge- 
wöhnlichen Wasserstoffsuperoxyds versetzt. Nach dem Umschütteln werden 
alsdann wenige Tropfen einer 5°/,igen Ferrichloridlösung, welche eine Spur 
Ferrosalz enthält, zugesetzt. 

Nach wenigen Sekunden tritt eine schöne rosa Färbung auf, welche all- 
mählich stärker wird und nach Erreichung eines Maximums langsam verblaßt. 

Nach Black kommt es bei der Ausführung der Reaktion wesentlich 
darauf an, daß die zu prüfende Lösung kalt und annähernd neutral ist 
und ferner darauf, einen großen Überschuß von Eisen und Wasserstoff- 
superoxyd zu vermeiden. Wird zuviel Oxydationsmittel zugesetzt, so tritt 
die Färbung nur kurze Zeit oder auch gar nicht auf. 

Nach den Angaben Blacks ist die Reaktion sehr empfindlich. Sie soll 
noch bei einer Verdünnung von 1:10.000 auftreten. 

Der Gedanke, die %-Oxybuttersäure zum Zwecke ihres Nachweises zu 
der mittelst der Eisenchloridreaktion so leicht erkennbaren Acetessigsäure 
zu oxydieren, ist gewiß ein glücklicher. Wir haben die Versuche Blacks 
einer Nachprüfung unterzogen und können bestätigen, daß die von ihm 
angegebene Farbenreaktion bei stärkeren Konzentrationen an ß-Oxybutter- 
säure recht deutlich ist. 

Bei geringeren Konzentrationen dagegen erschien die Rosafärbung nur 
schwach und wurde bereits durch recht geringe Mengen überschüssigen 
Eisenchlorids undeutlich. 

Die Reaktion wird viel deutlicher und empfindlicher, wenn man sie 
nicht, wie Black, am neutralisierten, sondern direkt am sauren Ätherextrakt 
nach dem Verjagen des Äthers anstellt. Es tritt dann nicht eine rosa 
Färbung, sondern fast augenblicklich die typische violette „Eisenchlorid- 
reaktion“ ein. Am zweckmäßigsten’verfährt'man nach unseren Erfahrungen 
so, daß man dem sauren in Wasser aufgenommenen, eventuell durch Kochen 
von Acetessigsäure befreiten Ätherextrakt des Harns zunächst einige 
Tropfen Wasserstoffsuperoxyd und dann vorsichtig tropfenweise eine ver- 
dünnte, etwa 5°/,ige Ferrosulfatlösung zufügt. Da das Ferrosalz dabei zum 
Ferrisalz oxydiert wird, ist der besondere Zusatz eines Ferrisalzes unnötig. 
Man hört mit dem Zutropfen der Ferrosulfatlösung dann auf, wenn weiterer 
Zusatz keine Verstärkung der Färbung mehr hervorruft. 

"Neben dem Nachweis der £-Oxybuttersäure durch Überführung in 
+-Crotonsäure und Identifikation der letzteren mittelst Schmelzpunktbestim- 
mung wird die von Black angegebene Farbenreaktion, namentlich in der eben 
geschilderten Modifikation, vielleicht mit Nutzen angewandt werden können. 

Abderhalden, Handbuch der biochemischen Arbeitsmethoden. III. 59 
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2. Bestimmung der £-Oxybuttersäure. 


Von den oben geschilderten Eigenschaften der %-Oxybuttersäure hat 
man drei zu ihrer quantitativen Bestimmung zu en gesucht, und 
zwar: 

a) die Überführung in «-Crotonsäure unter Wasserabspaltung, 

b) die optische Aktivität, 


c) die Oxydation zu Aceton mittelst Kaliumbichromat und Schwefel- 


säure. 

a) Die Überführung von £-Oxybuttersäure in x-Crotonsäure nach der 
Reaktionsgleichung 

CH, CHOR: CH; COOH, :=.. „CH, CH = CH COOH + 520 
ß-Oxybuttersäure a-Crotonsäure 

unter dem wasserentziehenden Einfluß von stärker konzentrierter Schwefel- 
säure hat E. Darmstaedter‘) zu einer quantitativen Oxybuttersäurebestim- 
mung im Harn zu benutzen versucht. Jedoch ist es späteren Autoren nicht 
gelungen, die von ihm gemachten Angaben zu bestätigen. 


Wir selber haben neuerdings seine Methode nachgeprüft und müssen 


auf Grund dieser Nachprüfung die Darmstaedtersche Methode für so wenig 
brauchbar halten, daß sich eine genauere Schilderung der einzelnen in 
Darmstaedters Arbeit enthaltenen methodischen Angaben erübrigt. 

b) Die weitaus am meisten angewandte Methode der 8-Oxybutter- 
säurebestimmung ist die polarimetrische. 

Man hat früher wohl versucht, einfach aus dem Umfange der Links- 
drehung des Harns — nach Vergärung des von vornherein etwa vorhan- 
denen Traubenzuckers — Schlüsse auf die Menge der ausgeschiedenen 
ß-Oxybuttersäure zu ziehen, ein Verfahren, das aus verschiedenen Gründen 
sehr ungenau und heute allgemein verlassen ist. 

Im Bruni sind alle heute geübten polarimetrischen Bestimmungs- 
methoden der £-Oxybuttersäure überaus ähnlich. Alle suchen zunächst die 
ß-Oxybuttersäure durch Äther zu extrahieren. Nach dem Verdunsten des 


Äthers wird der Rückstand in Wasser gelöst und die Lösung — wenn 
nötig, nach erfolgter Klärung bezüglich Entfärbung — polarimetrisch 
untersucht. 


Ein Teil der Autoren geht so vor, daß der zu untersuchende Harn 
zunächst stark eingeengt und dann entweder direkt oder nach vorher- 
gehender Behandlung mit besonderen Trockenmitteln mit Äther extra- 
hiert wird. 

#) Hierher gehört zunächst das Verfahren von Bergell2), das folgen- 
dermaßen ausgeführt wird. 100—300 cm® Harn werden bei schwach al- 
kalischer Reaktion (Natriumkarbonat) auf dem Wasserbade zum Sirup ein- 


1) Ernst Darmstaedter, Die quantitative Bestimmung der Oxybuttersäure im Harn. 
Zeitschr. f. physiol. Chemie. Bd. 37. S. 355 (1902/03). 

?) Peter Bergell, Zur Bestimmung der Oxybuttersäure im Harn. Zeitschr. f. physiol. 
Chemie. Bd. 33. S. 310 (1901). 
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gedampft. Der Rückstand wird nach dem Erkalten zunächst unter Kühlung 
mit einem Phosphorsäuresirup, dann mit 20-30 9 gepulverten, geglühten 
Kupfersulfats und 20— 25 y sehr feinkörnigen Sandes verrieben, wodurch 
ein trockenes Pulver erhalten wird. 

Die so getrocknete Substanz wird im Soxhletapparat mit wasser- 
freiem Äther vollständig erschöpft. Das Ätherextrakt wird nach dem Ver- 
jagen des Äthers mit wenig Wasser aufgenommen, durch Tierkohle ent- 

“färbt und polarisiert. 

%) Auf einem ganz ähnlichen Prinzip beruht das von Black‘) ange- 
wandte Verfahren, nur dal) dieser Autor als Trockenmittel gebrannten 
Gips anwendet. 

Die nach dem Einengen des Harns bei Wasserbadtemperatur ge- 
wonnenen Ätherextrakte sind aber meist außerordentlich stark gefärbt, und 
außerdem kann es beim Eindampfen des Harns unter Umständen zur 
Zerstörung von 3-Oxybuttersäure kommen. 

Es ist daher weit zweckmäßiger, die Extraktion der Oxybuttersäure 
direkt am angesäuerten Harn mittelst eines Flüssigkeitsextraktionsappa- 
rates vorzunehmen, zumal es neuerdings gelingt, durch Verwendung geeig- 
neter Extraktionsapparate auch aus dem nicht eingeengten, mit Ammon- 
sulfat gesättigten Harn die S-Oxybuttersäure quantitativ innerhalb weniger 
Stunden zu extrahieren. 

y) Nach Magnus-Levy. Nach Magnus-Levy?) wird der frische Harn 
mit 3040 9 Ammonsulfat und 10—15 em: 20°/,iger Schwefelsäure auf 
je 100 cm® Harn versetzt und sofort in das Extraktionsgefäß übergeführt. 
Für größere Mengen empfiehlt Magnus-Levy den in Bd. 1, 5.181 dieses 
Handbuches beschriebenen Apparat von Zelmanowitz, dessen verschieden 
große Modelle Flüssigkeitsmengen von 300—1500 cm? auf einmal zu ver- 
arbeiten erlauben. 

Für die Dauer der Ausätherung ist, wie Magnus-Levy hervorhebt, 
keine bestimmte Zeit anzugeben. Man muß in jedem einzelnen Falle die 
Beendigung der Extraktion kontrollieren. 

Je nach der Stärke des Ätherstromes sind 24, 48 oder 72 Stunden 
notwendig. Man gießt nach je 24 Stunden den Äther aus dem Extraktions- 
kölbehen durch ein trockenes Filter in eine jeweils neue Porzellanschale 
oder ein Becherglas ab und überläßt ihn der freiwilligen Verdunstung. 

Ein Erhitzen auf dem Wasserbade ist nach Magnus-Levy besser zu 
unterlassen. 

Der Ätherrückstand besteht aus einem Sirup, der meistens Kristalle 
von Hippursäure enthält. Er wird in 8—16 cm? Wasser aufgenommen, 
wodurch eine Trübung oder ölige Fällung entsteht, die sich in 12 bis 
24 Stunden zum Teil kristallinisch absetzt. Davon wird in einen kleinen 


) O0. F. Black, 'The Detection and quantitative determination of -Oxybutyrie acid 

in the urine. The Journ. of Biol. Chemistry. Vol.5. p. 208 (1908/09). 

4 2) A. Magnus-Levy, Die Acetonkörper. Ergebnisse d. inneren Med. u. Kinderheilk. 
y Bd.1. S.416 (1908). 
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Meßzylinder abgegossen, mit möglichst wenig Wasser quantitativ nachge- 
spült und auf 10 höchstens 20 em? genau aufgefüllt. 

Zur Klärung setzt Magnus-Levy eine kleine Messerspitze Kieselgur 
zu und filtriert durch ein dichtes Filter, bis ein klares Filtrat gewonnen 
wird. An diesem Filtrat wird die polarimetrische Bestimmung ausgeführt. 

Über die Berechnung der %-Oxybuttersäuremenge aus dem Ablesungs- 
winkel siehe unten S. 954. 

Wenn der Äther der zweiten oder dritten Extraktion (nach 48 resp. 
72 Stunden) nur noch einen ganz geringen Rückstand hinterläßt, dessen 
wässerige Lösung keine wesentliche Linksdrehung mehr zeigt, wird die 
Extraktion abgebrochen. Das ist nach Magnus-Levy meist nach zweimal, 
seltener nach dreimal 24 Stunden, in den seltensten Fällen auch dann noch 
nicht der Fall. 

9) Eigenes Verfahren. In ganz ähnlicher Weise wie Magnus-Levy 
haben auch wir seit Jahren stets den Harn ohne vorherige Einengung ex- 
trahiert. Zu diesem Zwecke wurde die zu untersuchende gemessene Harn- 
menge völlig oder nahezu völlig mit Ammonsulfat gesättigt, wozu auf je 
100 cm® Harn 80-90 9 Ammonsulfat zur Anwendung kamen, mit 25%,- 
iger Schwefelsäure stark angesäuert und in den früheren Versuchen im 
Kutscher-Steudelschen Fxtraktionsapparat (siehe dieses Handbuch, Bd. 1, 
S. 181) extrahiert. 

Zur erschöpfenden Extraktion waren 24—48 Stunden nötig. Das ge- 
wonnene Ätherextrakt wurde nach Filtration unter sorgfältigem Nachspülen 
mit Äther unter Zusatz von wenigen Kubikzentimetern Wasser auf dem 
Wasserbade destilliert, wobei jede stärkere Erhitzung sorgfältig ver- 
mieden wird. 

Nach dem Verjagen des Äthers wird das Extrakt sofort unter der 
Wasserleitung gekühlt, unter quantitativem Nachspülen in einem Meß- 
zylinder auf ein bestimmtes kleines Volumen aufgefüllt und durch ein 
kleines, dichtes Filter filtriert. Tritt nach öfterer Filtration keine voll- 
kommene Klärung ein, so wird die Flüssigkeit mit einer ganz geringen 
Menge Tierkohle kurze Zeit in der Kälte geschüttelt, wodurch, wie wir uns 
überzeugt haben, keine Verluste an linksdrehender Substanz eintreten. Die 
polarimetrische Untersuchung der Flüssigkeit geschieht in der eben ge- 
schilderten Weise. 

In jüngster Zeit ist es uns gelungen, die Extraktionsdauer ganz 
wesentlich abzukürzen, durch Anwendung eines von dem Präparator Lind 
konstruierten Extraktionsapparates. Die vollständige Extraktion geschieht 
in wenigen (6—8) Stunden, so daß man bei Anwendung des Lindschen 
Apparates, die wir dringend empfehlen möchten, außerordentlich rasch zum 
Analysenresultat gelangt. 

Dieser Apparat ist dem von Zelmanowitz (siehe Bd. I, S. 181) ange- 
gebenen im Prinzip insofern ähnlich, als er ebenso wie dieser die zu extra- 
hierende Flüssigkeit mit dem extrahierenden Äther dauernd aufs innigste 
vermengt, jedoch ist seine Konstruktion eine weit einfachere (siehe Fig. 271). 


Ps 
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Beschreibung des Lindschen Apparates. Der Apparat besteht aus 
einem Erlenmeyerkolben a, in welchem das Lösungsmittel (in unserem 
Falle der Äther) verdampft. Der Dampf gelangt durch eine Röhre e in das 
Extraktionsgefäß 5, wird in dem Kühler d kondensiert und tropft in die 
Auffangschale g. Von hier gelangt er durch eine Bohrung % in die Röhre e, 
welche in der Nähe ihres unteren Endes zwei mit ihr kommunizierende 
hohle Rührarme ö trägt, die mit kleinen Austrittsöffnungen %k versehen sind. 
Durch diese Austrittsöffnungen tritt der Äther, der aus der Auffangschale 


Fig. 271. Fig. 272. 


in die Röhre e gelangt, in den zu extrahierenden Harn, passiert alsdann die 
Harnschicht und fließt dauernd durch die Röhre ein den Extraktionskolben 
zurück. Die Röhre e ist oberhalb des Kühlers mit einer Antriebsscheibe f 
versehen, vermittelst derer sie unter Anwendung eines Elektromotors und 
eines passenden Vorgeleges in dauernde, rasche Rotation versetzt wird. 

Der aus den Enden der Rührarme austretende Äther wird dadurch 
außerordentlich fein verteilt, so daß er in sehr kleinen, bei genügender 
Rotation fast staubförmigen Tröpfchen die Flüssigkeit durchdringt. 

Die Extraktion wird hierdurch derart beschleunigt, daß bereits nach 
> Stunden weit über 90°/, der aus dem Harn zu gewinnenden links- 
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drehenden Säure extrahiert waren und nach 8 Stunden der Harn mit Äther 
völlig erschöpft war. 

Die Rotation der Rührspindel soll so rasch erfolgen, daß der in die 
Auffangschale gelangende Äther durch die Zentrifugalkraft eben nicht über 
den Schalenrand geschleudert wird. 

In Fig. 272 sind mehrere ‚derartige Apparate mit gemeinsamem An- 
trieb angeordnet. Es ist hierbei Sorge dafür getragen, daß jeder Apparat 
in und außer Betrieb gesetzt werden kann, ohne die Funktion der übrigen 
zu stören. 

Bei Anwendung des Lindschen Apparates gelangt man schnell und 
mit sehr geringer Mühe in den Besitz der Analysenresultate. 

Für die Beurteilung der polarimetrischen Bestimmung der B-Oxy- 
buttersäure im sauren Ätherextrakt des Harns ist es vor allem nötig, zu 
wissen, ob von den optisch aktiven Substanzen des Harns wirklich nur die 
%-Oxybuttersäure in das Ätherextrakt übergeht. 

Diese Frage müssen wir auf Grund bisher unveröffentlichter Unter- 
suchungen verneinen. Jeder normale angesäuerte Harn gibt ein optisch 
aktives, und zwar linksdrehendes Ätherextrakt. Die linksdrehende Substanz 
besteht zum weitaus größten Teil jedenfalls nicht aus $-Oxybuttersäure, 
wenn auch bisher ebenfalls unveröffentlichte Versuche, die der eine von 
uns gemeinschaftlich mit Oppenheimer ausgeführt hat, es wahrscheinlich 
machen, daß ß-Oxybuttersäure ein in sehr geringer Menge vorkommender 
Bestandteil des normalen Harns ist. 

Der Betrag der nicht auf l-3-Oxybuttersäure zurückgehenden Links- 
drehung ist immerhin recht erheblich. Ein Beispiel möge genügen. 

600 em3 normalen Harns lieferten ein saures Ätherextrakt, das auf 
15 em? aufgefüllt, entsprechend einer Traubenzuckerlösung von 0'6°/, nach 
links drehte. Diese Linksdrehung würde, auf £-Oxybuttersäure und eine 
Tagesmenge von 1500 cm bezogen, einer B-Oxybuttersäuremenge von an- 
nähernd 0'5 g entsprechen. 

Wie bereits oben erwähnt, ist die Linksdrehung in Wahrheit aber 
sicher nur zum ganz geringen Teil auf £-Oxybuttersäure zu beziehen. 

Ganz ähnliche Resultate wurden in sämtlichen übrigen, am normalen 
Harn angestellten Versuchen erhalten. Ein linksdrehendes, saures Äther- 
extrakt wird aus normalem Harn auch dann erhalten, wenn man den Harn 
vor der Extraktion mit Bleiessig und Ammoniak ausfällt, wodurch be- 
kanntlich linksdrehende Substanzen, namentlich gepaarte Glukuronsäuren, 
beseitigt werden. Dementsprechend ist die polarimetrische Bestimmung der 
#-Oxybuttersäure bei Anwesenheit geringer Mengen dieser Substanz völlig 
unzuverlässig. Findet man z. B. polarimetrisch 19 £-Oxybuttersäure in der 
Tagesmenge, so ist in Wahrheit vielleicht nur !/, 9 vorhanden. Die Methode 
arbeitet also in diesem Falle mit einem Fehler von 50°/,. 

Bei großen Oxybuttersäuremengen stören diese in jedem normalen 
Harn vorhandenen linksdrehenden ätherlöslichen Säuren sehr viel weniger. 
So würde bei einer Tagesmenge von 109 ß-Oxybuttersäure unter der Vor- 


Stoffwechselendprodukte: Nachweis, Bestimm., u. Isolierung v. Aceton etc. 933 


aussetzung, dal) keine wesentliche Vermehrung der störenden linksdrehenden 
Substanzen vorhanden ist, der Fehler der polarimetrischen Methode auf 
etwa 5°/, reduziert sein. 

Als das Endresultat unserer Ausführungen sind für die Bewertung 
der polarimetrischen $-Oxybuttersäurebestimmung folgende Schlußfolgerungen 
zu ziehen: 

Die polarimetrische Bestimmung der &-Oxybuttersäure ist nur beim 
Vorhandensein größerer Mengen dieser Substanz im Harn anwendbar. Sie 
liefert — erschöpfende Extraktion vorausgesetzt — stets zu hohe Werte, 
jedoch beträgt der Fehler bei &-Oxybuttersäuremengen von mehr als 104 
in der Tagesmenge voraussichtlich weniger als 10°/,. Die Ausführung der 
polarimetrischen Bestimmung geschieht zweckmäßig in der von Magnus- 
Levy geschilderten Weise (siehe oben S.929), besser noch und namentlich 
außerordentlich viel rascher mittelst des ZLöndschen Extraktionsapparates 
in der eben beschriebenen Art. Die Menge des zur Extraktion zu ver- 
wendenden Harns richtet sich naturgemäß nach dem zu erwartenden 
&-Oxybuttersäuregehalt. 

Bei größeren £-Oxybuttersäuremengen wird man mit 300, ja mit 
200 oder 100 cm® Harn auskommen. Bei geringerem %-Oxybuttersäure- 
gehalt wird man durch Verwendung größerer Harnmengen den durch die 
Ablesung am Polarimeter verursachten Fehler zwar verringern können, die 
durch die störende Beimengung linksdrehender Substanzen zum Äther- 
extrakt hervorgerufene Ungenauigkeit wird aber durch Verwendung größerer 
Harnmengen nicht vermindert. 

Stets fülle man das Ätherextrakt auf ein so kleines Volumen auf, 
wie es der Inhalt der zu verwendenden Polarisationsröhre und die Eigen- 
färbung der Flüssigkeit gestattet. 

Für einen stark %-oxybuttersäurehaltigen Harn gestaltet sich die 
Ausführung der Methode demnach etwa folgendermaßen : 

100 cm® Harn werden mit 909g Ammonsulfat versetzt, mit 5 cm? 
25°/,iger Schwefelsäure angesäuert und im Ätherextraktionsapparat nach 
Lind 7 Stunden lang mit Äther extrahiert. 

Zur Kontrolle der Vollständigkeit wird die Extraktion mit einer neuen 
Ätherportion während sieben weiterer Stunden wiederholt, jedoch wird man 
in diesem zweiten Extrakt keine merkliche Linksdrehung mehr konstatieren 
können. 

Das gewonnene Ätherextrakt wird unter öfterem Nachspülen mit 
Äther in einen Destillationskolben quantitativ filtriert, mit 5 cm® Wasser 
versetzt und unter sorgfältiger Vermeidung stärkerer Erwärmung der Äther 
abdestilliert. Der wasserhaltige Rückstand wird sofort unter der Wasser- 
leitung abgekühlt, in einem Mefßzylinder unter quantitativem Nachspülen 
auf 10—15 cm? aufgefüllt, mit ganz wenig Tierkohle in der Kälte ge- 
schüttelt, filtriert und polarimetrisch untersucht. Die abgelesene Links- 
drehung soll möglichst einer Traubenzuckerlösung von mindestens 2°/, ent- 
sprechen. 


934 Gustav Embden und Ernst Schmitz. 


Bei Verwendung eines Polarisationsapparates, dessen Skala für 2 dm 
Rohrlänge Prozente Traubenzucker angibt, muß man, da die spezifische 
Drehung der Oxybuttersäure 2:18mal geringer ist als jene des Trauben- 
zuckers, den abgelesenen Wert mit dem Faktor 2:18 multiplizieren, um 
auf Prozente &-Oxybuttersäure umzurechnen, während bei Anwendung eines 
Grade anzeigenden Polarisationsapparates und bei Anwendung eines 
1 resp. 2 dm-Rohres der gefundene Drehungswinkel mit 4°146 resp. 2:073 
zu multiplizieren ist. 

c) Bestimmung der Oxybuttersäure durch Oxydation zu Aceton nach 
Ph. Shaffer. 

Bei der Besprechung der Eigenschaften der %-Oxybuttersäure haben 
wir erwähnt, daß sie durch Kaliumbichromat und Schwefelsäure zu Aceton 
oxydiert wird. Dieses Prinzip hat erst in jüngster Zeit Ph. Shaffer!) zur 
Ausarbeitung einer quantitativen Bestimmungsmethode von %-Oxybutter- 
säure benutzt. 

Versuche an reinen oder annähernd reinen 8-Oxybuttersäurelösungen 
zeigten ihm, daß es für die quantitative Überführung der ß-Oxybuttersäure 
in Aceton ganz wesentlich auf die Konzentration an Schwefelsäure und an 
Kaliumbichromat ankommt. Bei zu geringen Schwefelsäuremengen erfolgt 
die Oxydation zu Aceton nur sehr langsam und unvollständig, bei zu großen 
Schwefelsäuremengen wird nach der oben mehrfach besprochenen Reaktion 
ein wesentlicher Teil der £&-Oxybuttersäure in «-Crotonsäure übergeführt 
und dadurch dem Nachweis als Aceton entzogen. 

Eine nahezu quantitative Ausbeute an Aceton erhält man nach Shafer, 
wenn man die Oxydation bei einem Schwefelsäuregehalt von etwa 5°/, vor 
sich gehen und das Kaliumbichromat in einer Lösung von 0'1—0'5°/, all- 
mählich während der Destillation aus einem Tropftrichter zutropfen läßt. 
Die Geschwindigkeit des Zutropfens ist so zu wählen, daß das Volumen 
der Flüssigkeit dauernd annähernd konstant bleibt. 

Für den Harn ist die in ihren technischen Einzelheiten noch genauer 
zu schildernde Shaffersche Methode natürlich nur dann brauchbar, wenn 
auber £-Oxybuttersäure keine anderen Substanzen sich vorfinden, die beim 
Destillieren mit Kaliumbichromat und Schwefelsäure in Aceton oder ähn- 
liche jodoformbildende Substanzen übergehen. 

Von vornherein vorhandenes Aceton und Acetessigsäure lassen sich 
leicht völlig entfernen, wenn man den Harn vor dem Beginn des Zusatzes 
der Kaliumbichromatlösung eine Zeitlang bei schwefelsaurer Reaktion de- 
stilliert. 

Gepaarte Glukuronsäuren, die bei der Oxydation mit Schwefelsäure 
und Kaliumbichromat Aceton liefern sollen, können mit wenigstens an- 
nähernder Vollständigkeit durch Fällung mit Bleiessig und Ammoniak be- 
seitigt werden. 


!) Ph. Shaffer, A method for the quantitative determination of $-oxybutyrie'acid 
in the urine. The Journ. of Biol. Chemistry. Vol.5. p. 211 (1908/09). 
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Als störende Substanz kam außerdem vor allem Traubenzucker in 
Betracht, der bei der Destillation mit Kaliumbichromat und Schwefelsäure 
ein jodbindendes Destillat liefert. Nach Shafer kann man diese störende 
Wirkung des Traubenzuckers dadurch beseitigen, daß man das bei der 
Destillation mit Kaliumbichromat und Schwefelsäure gewonnene Destillat 
einer nochmaligen Destillation mit Wasserstoffsuperoxyd und Natronlauge 
unterwirft. Hierbei soll das Aceton unverändert in das zweite Destillat 
übergehen, die bei der Oxydation des Traubenzuckers entstandenen jod- 
bindenden Produkte (vielleicht Formaldehyd und Ameisensäure) zerstört 
werden. 

Auch Acetaldehyd, der als Oxydationsprodukt speziell von vornherein 
vorhandener Milchsäure auftreten könnte, wird unter Oxydation zu Essig- 
säure bei dieser zweiten Destillation zurückgehalten. 


Ausführung der Shafferschen Methode. Dementsprechend gibt Shaffer 
für die Ausführung seiner Methode folgende Vorschrift. 

25—250 cm? Harn, je nach dem zu erwartenden größeren oder ge- 
ringeren 8-Oxybuttersäuregehalt, werden in einem Meßkolben von 500 em3 
abzemessen und mit einem Überschuß von Bleiessig und 10 cm® konzen- 
trierter Ammoniaklösung versetzt. Nunmehr wird bis zur Marke mit Wasser 
aufgefüllt, geschüttelt und filtriert. 

Ein aliquoter, gemessener Teil des Filtrates, gewöhnlich 200 em3, 
wird mit Wasser auf 400 cm’ aufgefüllt, alsdann werden 15 cm3 konzen- 
trierte Schwefelsäure und Talkum hinzugefügt. Die Flüssigkeit wird destilliert, 
bis 200—250 cm3 übergegangen sind. (Destillat A.) 

Der Destillationskolben (man verwendet. praktisch Kjeldahlkolben von 
800 cm?) muß mit einem Tropftrichter armiert sein, aus dem dauernd 
Wasser in die destillierende Flüssigkeit einfließt, um zu verhindern, daß sie 
einengt. 

Das Destillat A enthält das präformierte Aceton und das Aceton aus 
Acetessigsäure. 

Der Destillationsrückstand wird nunmehr einer zweiten Destillation 
unter Zutropfen von 400—600 cm3 einer 0'1—0'5°/,igen Kaliumbichromat- 
lösung unterworfen. (Gewöhnlich werden 0°5 g Bichromat genügen, bei reich- 
lichem Zuckergehalt oder Anwendung einer großen Harnmenge sind aber 
unter Umständen 2—3 9 erforderlich.) 

Wenn ungefähr 500 em® übergegangen sind (Destillat B), werden dem 
Destillat 20 cm® 3°/,iges Wasserstoffsuperoxyd und einige Kubikzentimeter 
Natronlauge zugefügt und nochmals aus der alkalischen Lösung destilliert, 
bis 300 cm® übergegangen sind. Das so gewonnene Destillat (B,) wird nach 
Messinger-Huppert titriert. 

Wir haben bisher lediglich die Angaben Shafers wiedergegeben, 
müssen aber nunmehr ganz kurz die von ihm gewonnenen Resultate kritisch 
besprechen und die Ergebnisse einer von uns vorgenommenen, bisher un- 
veröffentlichten Nachprüfung seiner Methode wiedergeben. 
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Shafer gibt an, daß ihm bei Verwendung von reiner B-Oxybutter- 
säurelösung die annähernd quantitative Überführung von £-Oxybuttersäure 
in Aceton gelungen ist. In der überwiegenden Mehrzahl seiner Versuche 
hat er aber nicht völlig reine £-Oxybuttersäurelösungen verwendet und der 
Oxybuttersäuregehalt dieser Lösungen wurde ausschließlich mittelst der zu 
prüfenden Methodik ermittelt, was natürlich nicht angängig ist. 

Da, wo Shafer reine %-Oxybuttersäurelösungen verwendete, deren 
Konzentration er auf alkalimetrischem Wege feststellte, fand er in 5 Parallel- 
bestimmungen unter ganz gleichartigen Versuchsbedingungen Acetonmengen, 
die zwar der alkalimetrisch bestimmten &-Oxybuttersäuremenge annähernd 
entsprachen, voneinander aber immerhin bis zu mehr als 4°%/, abwichen. 

Dieser Fehler der Methode würde aber an sich nicht sehr stark ins 
Gewicht fallen. Weit schwerwiegender sind die Bedenken, die wir gegen 
die direkte Anwendung der Shafferschen Methode auf den zuckerhaltigen 
Harn erheben müssen. Im Gegensatze zu Shaffer fanden wir nämlich, daß 
die bei der Oxydation des Traubenzuckers mittelst Kaliumbichromat und 
Schwefelsäure unter den Shafferschen Versuchsbedingungen auftretenden, 
flüchtigen, jodbindenden Substanzen bei der Redestillation mit Wasserstoff- 
superoxyd und Natronlauge keineswegs vollständig zerstört resp. zurück- 
gehalten werden, sondern das Resultat der Bestimmung außerordentlich 
stark beeinträchtigen. 

Bei Verwendung reiner Traubenzuckerlösungen und einer Destillations- 
dauer, die der für die Ausführung der Shafferbestimmungen notwendigen 
etwa entsprach, fanden wir in dem zweiten Destillat stets sehr merkliche 
und wiederholt ganz beträchtliche Mengen Jod gebunden. 

Bei der Anwendung der Shafferschen Methode auf den zuckerhaltigen 
Harn stimmten die Parallelbestimmungen, die bei gleicher Konzentration 
an Schwefelsäure und gleichmäßigem Zufluß von Bichromat vorgenommen 
wurden, so wenig miteinander überein, daß wir die Anwendung der Shaffer- 
schen Methode direkt auf den zuckerhaltigen Harn keineswegs empfehlen 
können. 

Sehr gut miteinander übereinstimmende Resultate erhielten wir aber, 
wenn wir die Parallelbestimmungen an zuckerfreiem normalen Harn vor- 
nahmen, dem wir 8-Oxybuttersäurelösungen hinzufügten, und namentlich 
an den sauren Ätherextrakten aus ß-oxybuttersäurehaltigem Diabetikerharn. 

Die von uns verwendeten Extrakte waren in der oben geschilderten 
Weise mittelst des Zindschen Extraktionsapparates gewonnen und hatten 
bereits zur polarimetrischen Bestimmung der £-Oxybuttersäure gedient. 
Wir konnten also hier die Resultate der polarimetrischen und der Shaffer- 
schen Bestimmungsmethode unmittelbar miteinander vergleichen. 

Bei stark £-oxybuttersäurehaltigen Harnen ergab sich zwar keineswegs 
eine völlige Übereinstimmung der Ergebnisse beider Methoden — vielmehr 
war stets der polarimetrisch ermittelte Wert wesentlich höher als der mit 
der Oxydationsmethode gewonnene —, immerhin betrug aber hier der mit 
der Shafferschen Methode erhaltene Wert stets über 80°/, und öfters mehr 
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als 90°/, der auf Grund der polarimetrischen Bestimmung zu erwartenden 
Menge. (Bei Anwendung der Shaferschen Methode auf Ätherextrakte aus 
normalem oder schwach £-oxybuttersäurehaltigem Harn betrugen die nach 
Shaffer gewonnenen Werte nur einen geringen Bruchteil der polarimetrisch 
ermittelten.) 

Nach den oben bei der Besprechung der polarimetrischen Methode 
gemachten Ausführungen unterliegt es keinem Zweifel, daß die polari- 
metrische Bestimmung der &-Oxybuttersäure zu hohe Werte liefert, während 
es uns auf Grund unserer Nachprüfungen und auch der eigenen Angaben 
Shaffers sehr möglich erscheint, daß die Shaffersche Methode auch bei 
korrekter Durchführung etwas zu niedrige Resultate gibt. 

Der richtige %-Oxybuttersäurewert dürfte dementsprechend in diesen 
Fällen zwischen dem polarimetrisch und dem durch Oxydation ermittelten 
liegen. 

Für die Bestimmung der 8-Oxybuttersäure im Harne schlagen wir 
auf Grund der im vorigen mitgeteilten Untersuchungsergebnisse und Er- 
wägungen daher vor, die polarimetrische Untersuchungsmethode mit der 
Shajferschen Oxydationsmethode zu kombinieren. 

Dementsprechend würde zunächst in der oben S. 930 geschilderten 
Weise die polarimetrische Bestimmung vorgenommen werden. Von dem zur 
Polarisation benutzten Ätherextrakt wird alsdann eine Menge, die auf Grund 
des polarimetrisch ermittelten Wertes bei der Oxydation 40—50 mg Aceton 
liefern muß, zu einer Bestimmung nach Shaffer verwendet, wobei ganz in 
der oben S. 935 geschilderten Weise verfahren wird.') 

Stets sind die Bestimmungen nach Shaffer doppelt auszuführen. 

Als das Gesamtergebnis dieses Abschnittes möchten wir bezeichnen, 
daß es eine allen Anforderungen genügende Methode der 8-Oxybuttersäure- 
bestimmung zurzeit nicht gibt, daß aber beim Vorhandensein größerer 
Mengen der Säure mittelst der Kombination der polarimetrischen mit der 
Shafferschen Methode immerhin annähernd exakte und namentlich für die 
klinische Praxis durchaus brauchbare Resultate. gewonnen werden können. 


3. Isolierung der %-Oxybuttersäure. 


Für die Isolierung der $-Oxybuttersäure aus Harn geht man vom 
sauren Ätherextrakt aus. 

Das Ätherextrakt wird am zweckmäßigsten ohne vorherige Einengung 
des Harnes nach Sättigung mit Ammonsulfat ganz in der für die Be- 
stimmung der £-Oxybuttersäure oben geschilderten Weise gewonnen. Die 
weitere Verarbeitung des Ätherextraktes auf reine ß-Oxybuttersäure ge- 


1) Es ist zweckmäßig, das saure Ätherextrakt, ähnlich wie Shafer es für den 
Harn angibt, zuerst mit Bleiessig und Ammoniak auszufällen, wobei, wie wir uns über- 
zeugt haben, ein allerdings geringer Teil der linksdrehenden Substanz in den Nieder- 
schlag geht und zur Bestimung nach Shaffer einen gemessenen aliquoten Teil des ge- 
wonnenen Filtrates zu benutzen. 
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schieht im wesentlichen nach den von Magnus-Levy !) gemachten Angaben, 
denen wir im nachstehenden folgen: 

Spuren etwa vorhandener Mineralsäuren werden durch Schütteln der 
ätherischen Lösung mit ganz geringen Mengen Wasser beseitigt. 

Das Ätherextrakt enthält nach dem Verdunsten neben $-Oxybutter- 
säure namentlich Hippursäure, flüchtige Fettsäuren und vielleicht eine 
weitere bisher unbekannte Säure. 

Die Hippursäure scheidet sich teils bereits bei der spontanen Ver- 
dunstung des Äthers ab, teils fällt sie beim Zusatz geringer Mengen 
Wassers aus. 

Aus der von der Hippursäure abfiltrierten wässerigen Lösung werden 
die Fettsäuren durch Destillation mit Wasserdampf entfernt, die zurück- 
bleibende wässerige Lösung mit Natronlauge neutralisiert, mit Tierkohle 
möglichst weitgehend entfärbt und eingedampft. Der rückständige Kristall- 
brei wird durch Alkohol entwässert und aus absolutem Alkohol (zuletzt 
unter Zuhilfenahme von Äther) umkristallisiert. Die hochgradige Hygro- 
skopizität und die starke Verfilzung der Nadeln zu einem Brei, dessen 
Trocknung durch Absaugen mühsam ist, erschweren die Verarbeitung 
großer Mengen. 

Aus dem durch genügend häufiges Umkristallisieren gereinigten 
Natriumsalz kann man durch Versetzen seiner konzentrierten Lösung mit 
Schwefelsäure die reine £-Oxybuttersäure gewinnen, die nach dem Ver- 
dunsten des Äthers und Trocknen im Exsikkator zunächst einen farblosen 
Sirup darstellt. 

Es ist aber, wie bereits bei der Schilderung der Eigenschaften der 
l-3-Oxybuttersäure erwähnt wurde, Magnus-Levy gelungen, die -3-Oxybutter- 
säure zur Kristallisation zu bringen. Ist man einmal im Besitz von Kri- 
stallen, so gelingt die Gewinnung weiterer Mengen kristallisierter B-Oxy- 
buttersäure leicht, jedoch nur dann, wenn der Sirup nur noch wenig Wasser 
enthält. 

Die Kristallisation erfolgt beim Reiben in wenigen Augenblicken durch 
die ganze Masse unter beträchtlicher Temperaturerhöhung bis zum Schmelz- 
punkt der Säure. 

Die Trennung der Kristalle von der Mutterlauge ist nur durch Auf- 
streichen auf Tonplatten im Exsikkator möglich. Zur Reinigung wird die 
Oxybuttersäure in wenig Wasser oder Äther gelöst und abermals geimpft, 
bis die Substanz den richtigen Schmelzpunkt von 49—50° zeigt. (Siehe 
auch die oben S. 925 unter „Eigenschaften der £-Oxybuttersäure“ ge- 
machten Angaben.) 

Für den Fall, daß sich neben £-Oxybuttersäure in dem sauren Äther- 
extrakt von Harn und namentlich von Organen andere organische Säuren 
von ähnlichen Löslichkeitsverhältnissen in Wasser und Äther — insbe- 


!) Magnus-Levy, Untersuchungen über die Acidosis im Diabetes melitus und die 
Säureintoxikation im Coma diabeticum. Arch. f. exp. Path. u. Pharm. Bd. 45. S. 390 ff. 
(1901). 
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sondere Milchsäure finden, schlägt Magnus-Levy‘) folgendes Ver- 
fahren vor: 

Die wässerige Lösung der Säuren wird mit kohlensaurem Kalk und 
etwas Kalkwasser, oder aber mit Baryt genau neutralisiert, wenn nötig auf 
ein kleines Volumen eingedampft (eventuell mit etwas Kalk oder Baryt- 
wasser alkalisch gemacht) und mit der 3—4fachen Menge Alkohol versetzt. 

Die Flüssigkeit bleibt nun 12—24 Stunden stehen, wobei die Kalk- 
resp. Barytsalze der meisten im Extrakt enthaltenen Säuren, insbesondere 
auch die der Milchsäure, ausfallen, während das £-oxybuttersaure Salz in 
Alkohol von 60—80°/, und von noch höherer Konzentration vollständig 
löslich ist. 

Das nach Abscheidung der ausgefallenen Kalksalze erhaltene alkoho- 
lische Filtrat wird bei neutraler Reaktion durch vorsichtiges Erwärmen 
vom Alkohol befreit, mit Schwefelsäure versetzt und dann von neuem in 
einem kleinen Extraktionsapparat mit Äther ausgezogen. 

Man erhält auf diese Weise die %-Oxybuttersäure nur mit sehr ge- 
ringen Mengen organischer Säuren verunreinigt und kann sie nach Ein- 
engung zum dicksten Sirup im Vaknumexsikkator fast ausnahmslos mittelst 
eines Impfkristalles zur Kristallisation bringen. 


!) Magnus-Lery, A. Die Acetonkörper. Ergebnisse der inn. Med. und Kinderheilk. 
Bd.1. S. 418 (1908). 


E. Methoden zum Nachweis weiterer im Urin vorkom- 
mender Verbindungen mit Einschluß der wichtigsten 
körperfremden Stoffe. 


Von Hermann Hildebrandt, Halle a. S. 


A. Allgemeiner Teil. 


Dem Organismus von außen zugeführte Substanzen können entweder 
unverändert im Harn wieder erscheinen oder in veränderter Form, sei es 
mit verkleinertem oder vergrößertem Molekül, den Organismus wieder ver- 
lassen. 

Der Nachweis, daß eine Substanz den Organismus unverändert ver- 
lassen hat, wird sich am einfachsten dadurch erbringen lassen, dal man 
die verabreichte Substanz aus dem Harn wiederzugewinnen vermag, wobei 
man sich der in der Chemie zur Identifizierung der Substanzen gebräuch- 
lichsten Hilfsmittel bedient. Nur so wird man ein befriedigendes Ergebnis 
erhalten, da der qualitative Nachweis nicht ausschließt, daß daneben noch 
andere wesentliche Veränderungen derselben Substanz vor sich gegangen 
sind, die jedoch übersehen wurden. 

Die chemischen Eigenschaften einer bestimmten Substanz weisen in 
jedem Falle die Richtung des Weges, welcher zu ihrer Isolierung einzu- 
schlagen ist. Organische Säuren lassen sich zuweilen direkt durch Mineral- 
säuren, basische Körper durch Alkali ausfällen. Dieses Verfahren bietet die 
meiste Garantie, daß bei der Behandlung die aufzusuchende Substanz keine 
Veränderung erleide. Doch kann dieses Verfahren versagen, weil entweder 
die Verdünnung des zu untersuchenden Harns zu groß ist oder weil Sub- 
stanzen im Harn vorhanden sind, welche die Ausfällung hindern. In diesem 
Falle kann ein zweckentsprechendes Einengen des Harns zum Ziele führen, 
wobei man aber darauf zu achten hat, daß man beim Fahnden nach einer 
Säure bei alkalischer Reaktion das Einengen des Harns vornimmt, beim 
Isolieren einer Base bei saurer Reaktion, um nach Möglichkeit einer Ver- 
änderung bzw. Verflüchtigung der gesuchten Substanz vorzubeugen. Der 
eingeengte Harn wird dann entweder direkt mit Säure bzw. Alkali gefällt 
oder mit Alkohol extrahiert, um die alkoholunlöslichen Bestandteile des 
Harns zu entfernen. Nach dem Wiederaufnehmen in Wasser gelingt es 
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unter Umständen, eine völlige Ausfällung herbeizuführen. Bei einigen Basen 
hat uns das Versetzen des auf ein möglichst kleines Volumen eingeengten 
Harns mit festem Stangenkali zum Ziele geführt, indem sich dann die ge- 
suchte Base in fester Form ausschied. Der nach Darreichung von Tetra- 
methylpyrrolincarbonsäureamid'!) und seinem Reduktionsprodukt vom 
Kaninchen gelassene Harn wurde bei saurer Reaktion auf ein kleines 
Volumen eingedampft und mit Natriumhydrat in Substanz versetzt, wobei 
die freie Basis sich ausschied, die dann mittelst Absaugens durch Lein- 
wand von der Flüssigkeit getrennt und aus Toluol umkristallisiert wurde. 

Flüchtige Säuren und Phenole kann man aus saurer Flüssigkeit über- 
destillieren, einzelne Basen aus alkalischer Flüssigkeit. Hierbei wird in- 
dessen stets zu berücksichtigen sein, daß bei diesem Verfahren durch die 
Säure- bzw. Alkaliwirkung die überdestillierte Substanz eventuell erst aus 
einer präformierten Substanz mit größerem Molekül abgespalten wurde 
und ferner, dal außerdem unter dem Einfluß jener Agenzien ein Kunst- 
produkt mit ganz anderen Eigenschaften entstanden sein kann, was na- 
mentlich beim Arbeiten mit den Bestandteilen ätherischer Öle zu berück- 
sichtigen ist. U. Mosso ?°) sagt: Bevor die Tatsache bekannt war, dal) das 
Phenol im Harn in Form einer gepaarten Verbindung auftritt, gelang es 
nicht immer, dasselbe nach der Einverleibung im Harn nachzuweisen, weil 
man den letzteren der Destillation unterworfen hatte, ohne ihm vorher 
eine genügende Menge von Säure zugesetzt zu haben. Der Harn enthielt 
scheinbar nur geringe Mengen und man nahm daher an, daß dasselbe im 
Organismus verbrannt würde. E. Baumann) stellte fest, daß 100 cm# 
Pferdeharn, der mit Essigsäure stark angesäuert und mit überschüssigem 
Chlorbarium versetzt war, beim Abfiltrieren des Niederschlages nach zwei- 
tägigem Stehen in der Kälte 0'124 schwefelsauren Baryt gaben. Als das 
saure Filtrat mit '/, Volumen ziemlich starker Salzsäure versetzt wurde, 
blieb die Flüssigkeit zunächst noch klar; als dieselbe aber auf dem Wasser- 
bade erwärmt wurde, färbte sie sich dunkler unter Ausscheidung eines 
Niederschlages. Letzterer wurde nach mehrstündigem Erwärmen heiß fil- 
triert und mit heißem Wasser ausgewaschen. Er bestand aus schwefel- 
saurem Baryt, dessen Menge 0'234 betrug. Ähnliches wurde bei Ver- 
arbeitung des menschlichen Harns gefunden. F. Hoppe-Seyler*) hat beob- 
achtet, daß stark mit Essigsäure versetzter Harn beim Destillieren oder 
Schütteln mit Äther kein Phenol liefert, wohl aber nach dem Kochen mit 
Schwefelsäure. Nach Darreichung von Tribromphenol gab der Harn bei der 


!) Herm. Hildebrandt, Über einige Synthesen im Tierkörper. Arch. f. experim. 
Path. u. Pharm. Bd. 44. S. 315 (1900). 

”) U. Mosso, (Quantitative Untersuchungen über die Ausscheidung der Salizylsäure 
und der Umwandlungsprodukte des Benzylamins aus dem tierischen Organismus. Arch. 
f. experim. Path. u. Pharm. Bd. 26. S. 267 (1890). 

®) E. Baumann, Über gepaarte Schwefelsäuren im Harn. Pflügers Arch. Bd. 12. 
5.69 (1876). 

*) F. Hoppe-Seyler, Über das Vorkommen von Phenol im tierischen Körper und 
seine Einwirkung auf Blut und Nerven. Pflügers Arch. Bd.5. 8.470 (1872). 
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Destillation ein klares, farbloses Destillat, als derselbe aber nach Zusatz 
von Salzsäure destilliert wurde, ging ein milchig-trübes Destillat über und 
nach kurzer Zeit verstopfte sich der Kühler mit weißen, flockigen Kristall- 
massen, welche den Sp. und die Eigenschaften des Tribromphenols zeigten. 

Bei der Destillation von Harn, welcher eine Uramidosäure enthält, 
ist zu berücksichtigen, daß bei stark saurer Reaktion eine Anhydridbildung 
stattfindet. So ist das von H. Blendermann!) aus dem Kaninchenharn 
nach Fütterung mit Tyrosin isolierte Tyrosinhydantoin höchstwahrschein- 
lich ein Kunstprodukt, insofern als nicht dieses, sondern die freie Hyd- 
antoinsäure (£-p-Oxyphenyl-z-uramidopropionsäure) primär auftritt. 

Die erwähnten Momente machen sich nebeneinander geltend beim 
Destillieren des nach Darreichung von Sabinol?) gewonnenen Harns, wo 
als Umlagerungsprodukt der Sabinolelykuronsäure p-Cymol überging, 
welches bei nochmaliger Verabreichung beim Kaninchen zur Ausscheidung 
von Cuminsäure führte, die durch Destillation des angesäuerten Harns ge- 
wonnen werden konnte. Bei dieser Destillationsmethode gehen aus dem 
Harn namentlich Salzsäure bzw. Ammoniak über, was bei der weiteren 
Verarbeitung des Destillats zu berücksichtigen ist, falls nicht die gesuchten 
Substanzen direkt sich ausscheiden, so daß) keine besondere Trennungs- 
methode notwendige wird. 

An Stelle der Destillationsmethode wird in vielen Fällen das Aus- 
schütteln des unbehandelten oder auch vorher behandelten Harns mit einer 
leichter flüchtigen, mit Wasser nicht mischbaren Substanz, wie Äther, 
Essigäther, Chloroform, vorzuziehen sein. Auch hierbei gehen Bestandteile 
des Harns oder der zugesetzten Schwefelsäure in den Äther und können 
beim Destillieren des Äthers zersetzend wirken. 

Der auf seinen Gehalt an Chinin:) zu untersuchende Harn wurde 
nach Zusatz verdünnter Natronlauge bis zur ausgesprochen alkalischen Re- 
aktion dreimal hintereinander mit je 50 cm> Äther gut ausgeschüttelt. Um 
die Trennung der Ätherauszüge vom Harn zu beschleunigen, wurde, wenn 
Emulsionsbildung eingetreten war, dem im Scheidetrichter befindlichen 
Gemisch eine geringe Menge Alkohol zugesetzt, wodurch die ieicht sich 
bildende Emulsion wieder aufgehoben wurde und die Scheidung schneller 
vonstatten eine. Die auf diese Weise erhaltenen Ätherauszüge wurden 
vereinigt und filtriert, der Äther abdestilliert und der im Destillations- 
kolben zurückgebliebene Rückstand bei 100° C unter Hindurchsaugen eines 
Luftstromes getrocknet. Der trockene hückstand wurde nun zu wieder- 
holten Malen mit Chloroform bei gelinder Wärme behandelt. Die filtrierten 
Chloroformauszüge wurden schließlich in einem tarierten Kristallisierschäl- 


!) H. Blendermann, Beiträge zur Kenntnis der Bildung und Zersetzung des Ty- 
rosins im Organismus. Zeitschr. f. physiol. Chemie. Bd. 6. S. 234 (1882). 

?) H. Hildebrandt, Sabinol, der Terpenalkohol des Ol. Sabinae. Arch. f. experim. 
Path. u. Pharm. Bd.45. S. 111 (1901). 

3) @. Giemsa und H. Schaumann, Pharmakologische und chemisch-physiologische 
Studien über Chinin. Arch. f. Schiffs- u. Tropenhyg. Bd. 11. Beiheft 3 (1907). 
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chen unter Anwendung sehr geringer Wärme und Vermeiden des Siedens 
zur Trockene verdunstet und der verbleibende Rückstand bei 120° C ge- 
trocknet und gewogen, Sp. 172°8°. 

Die Eigenschaft der Schwerlöslichkeit in Äther, aber Fällbarkeit durch 
Natronlauge aus wässeriger Lösung konnte im Falle des Cinchonins!) 
benutzt werden, um es direkt aus dem Harn auszufällen. 

Um Substanzen basischer Art, welche im Organismus eine Paarung, 
z. B. mit Glykuronsäure, eingegangen sind, wiederzugeben, bedarf es einer 
vorhergehenden Spaltung mittelst Mineralsäuren. Erst nach erfolgter Spal- 
tung wird alkalisch gemacht und die abgespaltene Base der Flüssigkeit 
durch Äther entzogen. Es gelingt in dieser Weise festzustellen, ob der 
basische Körper nebenbei selbst eine Veränderung erfahren hat, wie es 
seinerzeit bei dem Kondensationsprodukt aus Piperidin und Phenolen ?) mit- 
telst Formaldehyd festgestellt wurde. 

Um phenolartige Körper, welche im Organismus an Schwefelsäure 
gebunden sind, wiederzuerhalten, versetzt man den Urin mit starker Mi- 
neralsäure und treibt das Phenol mit Wasserdampf über. Das nach Dar- 
reichung von Guajakol°) im Harn auftretende Produkt konnte in dieser 
Weise direkt durch Titration quantitativ bestimmt werden. Es wurde da- 
bei die Eigenschaft des Guajakols benutzt, in schwachsaurer Lösung durch 
p-nitrodiazobenzol in Gegenwart von Natriumacetat einen unlöslichen gelben 
Azofarbstoff zu bilden. Fährt man mit dem Zusatz von Paranitrodiazo- 
benzol so lange fort, bis eine filtrierte Probe mit einer alkalischen Lösung 
der R-Säure eben einen roten Azofarbstoff bildet, so entspricht ein Molekül 
des Diazokörpers genau einem Molekül Guajakol. Die Bestimmung des End- 
punktes der Titration geschieht durch die Tüpfelmethode. 

Die zersetzende Einwirkung der Schwefelsäure auf organische Ver- 
bindungen kann man dadurch vermeiden, daß man nach Extraktion der 
angesäuerten Flüssigkeit mit Äther diesen unter Zusatz von trockenem 
Bariumkarbonat abdestilliert, den Rückstand mit Wasser aufnimmt, wobei 
sich nur die löslichen Bariumsalze im Filtrate, finden. Beim Ausschütteln 
des Harns mit Äther bildet sich leicht eine Zwischenschicht, die erst nach 
Zusatz von Alkohol sich klärt; aber eben der Zusatz von Alkohol bringt 
noch andere Bestandteile des Harns in die Ätherschicht, was die weitere 
Verarbeitung stören kann. 

Sucht man nach Säuren, so kocht man zweckmäßig erst den Harn 
mit Ammoniak auf, macht mit Phosphorsäure sauer, äthert aus und 
destilliert dann den Äther ab. Dieses Verfahren bewährte sich uns bei der 


1) H. Hildebrandt, Zur Pharmakologie der Chinatoxine. Arch. f. experim. Path, u. 
Pharm. Bd. 59. S. 127 (1908). 

2) H. Hildebrandt, Über einige Synthesen im Tierkörper. Arch. f. experim. Path. 
u. Pharm. Bd. 44. S. 279 (1900). 

3) Th. Knapp und F. Suter, Experimentelle Untersuchungen über die Resorptions- 
und Ausscheidungsverhältnisse einiger Guajakolderivate. Arch. f. experim. Path. u. Pharm, 
Bd. 50. S. 332 (1903). 
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Darstellung der Stoffwechselprodukte halogensubstituierter Toluole'), 
bei denen die entsprechenden, im Organismus gebildeten Benzoesäuren teils 
frei, teils mit Glykokoll gepaart aus dem Harn mittelst dieses Verfahrens 
isoliert werden konnten. 

Der nach Eingabe der Oxysäuren?) erhaltene Harn wurde etwas ein- 
gedampft, mit Salzsäure versetzt und mit alkoholhaltigem Äther ausge- 
schüttelt, der Rückstand der so erhaltenen Extrakte wurde mit absolutem 
Äther aufgenommen, der die unveränderten Oxybenzoesäuren löst, die Gly- 
kokollverbindungen aber zurückläßt; letztere wurden aus Wasser um- 
kristallisiert. Gewöhnlich bedient man sich, um aus dem Harn mit Glyko- 
koll gepaarte Säuren zu extrahieren, des Essigäthers 3), welcher die Hälfte 
seines Volumens Äthyläther enthält. Der Auszug enthält nur sehr geringe 
Mengen von Harnstoff, welche durch Behandeln mit schwach erwärmtem 
absoluten Essigäther leicht abgeschieden werden können. In vielen Fällen 
ist eine wiederholte Extraktion des Harns nötig, um die Umsetzungspro- 
dukte vollständig aus dem Harn abzusondern. Als Verunreinigungen können 
schmierige Substanzen auftreten und geringe Mengen anorganischer Be- 
standteile. Die so erhaltene Lösung wird durch Eindampfen vom Essig- 
äther befreit und der Rückstand solange mit absolutem Äther behandelt, 
als derselbe noch etwas aufnimmt. Im ungelösten Teil befindet sich dann 
die gepaarte Verbindung, in der Lösung die übrigen Umsetzungsprodukte. 
Wenn man diese Lösung mit einer wässerigen Lösung von kohlensaurem 
Natron wiederholt ausschüttelt, so nimmt letztere die entstandenen Säuren 
auf, die Phenole bleiben in der ätherischen Lösung. Auf diese Weise ge- 
lingt es auch, aus dem Destillat des angesäuerten Harns die Phenole von 
sauren Bestandteilen zu trennen und weiterhin mittelst Alkalis die über- 
gegangenen Phenole von Kohlenwasserstoffen zu trennen. 

Bei leicht spaltbaren, gepaarten Verbindungen kann man nach dem 
Vorgehen von P. Pellacani +) derart verfahren, dab man die mit Schwefel- 
säure versetzte, noch verunreinigte Lösung der gepaarten Verbindung bei 
gewöhnlicher Temperatur sich selbst überläßt und ab und zu mit Äther 
ausschüttelt. Zur Gewinnung des Spaltungsproduktes der Kamphoglykuron- 
säure fällte Pellacani den nach Darreichung von Kampfer gewonnenen 
Harn erst mit basisch-essigsaurem Blei und alsdann mit Ammoniak. Der 
gut ausgewaschene ammoniakalische Bleiniederschlag wird durch Schwefel- 
wasserstoff zersetzt, die filtrierte Flüssigkeit, welche die vom Kampfer sich 
ableitenden Säuren enthält, wird eingedampft und die Flüssigkeit in Gegen- 


') H. Hildebrandt, Über das Verhalten halogensubstituierter Toluole und der 
Amidobenzoesäuren im Organismus. Beitr. z. chem. Physiol. u. Path. Bd.3. S. 365 (1902). 

?) Baumann und Herter, Über die Synthese von Ätherschwefelsäuren und das 
Verhalten einiger aromatischer Substanzen im Tierkörper. Zeitschr. f. physiol. Chemie. 
Bd.1. S. 261 (1877). 

») O0. Kühling, Über Stoffwechselprodukte aromatischer Körper. Inaug.-Dissert. 
Berlin 1887. 

4) P. Pellacani, Zur Pharmakologie der Kampfergruppe. Arch. f. experim. Path. u. 
Pharm. Bd. 17. S. 369 (1883). 
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wart von Salzsäure wochenlang einer Temperatur von 60°C überlassen. 
Während dieser Zeit wird dann täglich mittelst Äther eine gewisse Menge 
des in letzterem löslichen Spaltungsproduktes ausgezogen. Der Äther wird 
mit kohlensaurem Natron und Wasser ausgewaschen und hierauf destil- 
liert. Der rasch kristallisierende Rückstand wird alsdann in Wasser gelöst 
und mittelst Kohle entfärbt. Aus der wässerigen Lösung wird es abermals 
und nunmehr in reinem Zustande durch Äther ausgezogen; das so ge- 
wonnene Campherol zeigt einen eigentümlichen Geruch und sublimiert vor 
dem Schmelzen. 

In vielen Fällen kann man die zu isolierende Substanz durch Über- 
führung in eine schwer lösliche Verbindung zunächst von einem großen 
Teil der übrigen Harnbestandteile trennen und den gut ausgewaschenen 
Niederschlag weiter verarbeiten. Von Schwermetallsalzen hat namentlich 
das neutrale und basische essigsaure Blei vielfach Anwendung gefunden; 
vor allem zur Abscheidung gepaarter Glykuronsäuren ist dieses Verfahren 
unentbehrlich geworden. Aber auch andere organische Säuren, die sich im 
Organismus bilden, können in dieser Weise isoliert werden, so die nach 
Darreichung von Citral!) durch zweifache Oxydation (der Aldehyd- und 
einer Methylgruppe) entstehende zweibasische Säure sowie einzelne Glyko- 
kollverbindungen. 

Es sind bereits eine große Anzahl verschiedenartiger chemischer 
Prozesse im Tierkörper bekannt, welche die Veränderung einer zugeführten 
Substanz bedingen, und wir können immerhin auf Grund von Analogie- 
schlüssen unser Verfahren bei der Isolierung der Stoffwechselprodukte ein- 
richten; doch ist zu berücksichtigen, daß unter Umständen eine gering- 
fügige Änderung im Molekül einen ganz anderen Verlauf der chemischen 
Umwandlung im Organismus bedingt. 

Es sei hier erinnert an das verschiedene Verhalten von para- und 
meta-Cymol?) im tierischen Organismus; ersteres erfährt eine Oxydation 
der Methyleruppe. bei letzterem erfolgt eine Oxydation im Benzolkern. 
Dieselbe Substanz kann mehreren nebeneinander einhergehenden Umwand- 
lungen unterliegen, deren Folge entweder eine doppelte Veränderung inı 
Molekül oder das Entstehen zweier oder mehrerer Umwandlungsprodukte 
im Organismus ist. Dieselbe Substanz kann zum Teil die Paarung mit 
Ätherschwefelsäure, zum Teil mit Glykuronsäure eingehen, und bei den 
verschiedenen Tierarten kann der eine Prozeß gegenüber dem anderen 
völlig zurücktreten. Demnach sind, wenn man eine neue Verbindung hin- 
sichtlich ihrer Umwandlungsprodukte im Organismus untersuchen will, alle 
diejenigen Erfahrungen zu berücksichtigen, welche man schon mit den 
bereits bekannten analog gebauten gesammelt hat. Es sind alle Möglich- 
keiten ins Auge zu fassen, um danach den Gang der Untersuchung ein- 


‘) H. Hildebrandt, Über Synthesen im Tierkörper. 2.u.3. Mitteil. Arch. f. experim. 
Path. u. Pharm. Bd.45. S. 121 und Bd.46. S.261 (1901). 

®) H. Hildebrandt, Über das Schicksal einiger zyklischer Terpene und Kampfer 
im Tierkörper. Zeitschr. f. physiol. Chem. Bd. 36. 8. 460 (1902). 
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zurichten; es kann freilich hierbei keineswegs ausbleiben, daß man auf 
gänzlich neue Arten der Umwandlung im tierischen Organismus aufmerk- 
sam wird, und gerade hierin scheint uns der Reiz dieses Teiles der wissen- 
schaftlichen Pharmakologie zu liegen. Wir dürfen nicht vergessen, dal 
die bisher gewonnenen Ergebnisse nur einen Teil derjenigen Prozesse um- 
fassen, welche seitens des Tierkörpers gegenüber einer bestimmten Substanz 
in Bewegung gesetzt werden. 

Wir kennen auch Verbindungen, welche im Organismus einer voll- 
ständigen Verbrennung unterliegen; in diesem Falle werden wir auch keine 
intermediären Stoffwechselprodukte im Harn nachweisen können. Dabei 
muß natürlich besonders ermittelt werden, ob die eingegangene Verbindung 
zur Resorption gekommen ist. Vom Phenol war behauptet worden, dal) 
es im Organismus außer der Paarung mit Schwefelsäure eine energische 
Oxydation erleide, als deren Produkte Kohlensäure und vielleicht auch 
Oxalsäure erscheinen sollten. Eine solche Oxydation war bei dem leicht 
oxydierbaren Brenzeatechin in noch höherem Maße zu erwarten. Ver- 
suche am Kaninchen, das bei Milehfütterung kein Brenzcatechin im Harn 
enthielt, wurden in der Weise angestellt, dal nur einige Milligramm Brenz- 
catechin zugeführt wurden.!) Zur Prüfung auf Brenzcatechin wurde der 
Harn eine Stunde lang auf dem Wasserbade mit Salzsäure gekocht, nach 
lem Erkalten mit Äther extrahiert, der Extrakt nach dem Verdunsten des 
Äthers in Wasser gelöst, filtriert, das sauer reagierende Filtrat durch 
Natriumkarbonat schwach alkalisch gemacht, mit Äther geschüttelt, der 
Ätherrückstand nach dem Abdunsten des Äthers auf Brenzcatechin mittelst 
Eisenchlorid geprüft, welches grün und nach Zusatz von Ammoniumkarbonat 
violett gefärbt wird. Schon bei Eingabe von 4 mg trat eine deutliche 
teaktion auf, bei Eingabe von 10 mg fiel sie weit intensiver aus. Also die 
leichtoxydierbarsten aromatischen Verbindungen können sich schon in sehr 
geringen Mengen den Oxydationsprozessen im Tierkörper in eigentümlicher 
Weise entziehen. 

Die Bernsteinsäure wurde nach Zufuhr mit der Nahrung weder 
im Harn noch in den Fäzes wiedergefunden, so dab der Schluß gezogen 
wurde, daß im Organismus eine vollständige Zerlegung?) erfolgt. Zum 
Nachweis der Bernsteinsäure wurde der Harn eingedampft, dann mit Salz- 
säure angesäuert und mit Äther geschüttelt; der Ätherrückstand wurde 
mit kohlensaurem Kalk und Wasser aufgeschwemmt und einige Minuten 
vekocht, um die Bernsteinsäure in das Kalksalz überzuführen und dann 
heiß filtriert. 

Es sind einige Methoden der Untersuchung bekannt, welche uns im 
allgemeinen über das Schicksal gewisser dem Organismus einverleibter Ver- 
bindungen orientieren können. 


!) D. de Jonge, Weitere Beiträge über das Verhalten des Phenols im Tierkörper. 
Zeitschr. f. physiol. Chem. Bd. 3. S. 177 (1879). 

2) von Longo, Über das Verhalten des Asparagins und der Bernsteinsäure im 
Organismus. Zeitschr. f. physiol. Chem. Bd.3. S. 177 (1879). 
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Im 24stündieen Hundeharn ist das Verhältnis von U:N ein recht 
konstantes; erscheint eine verfütterte Substanz ganz oder teilweise im 
Harn wieder, so verschiebt sich das Verhältnis C:N und die Bestimmung 
des Quotienten Ü:N der Versuchstage im Vergleich zu dem (uotienten 
C:N der Vor- und Nachperiode liefert Anhaltspunkte zur Berechnung, wieviel 
von der verfütterten Substanz im Harn wieder aufgefunden wird. E. Fried- 
mann!) hat dieses Verfahren benutzt, um die Menge der verfütterten 
Substanzen zu bestimmen, die den Körper unverändert passieren, und diese 
Bestimmung wurde, soweit es möglich war, durch Isolierung der ausge- 
schiedenen Substanz kontrolliert. Nach Verfütterung der z-Aminosäuren 
vom Glykokoll bis zur z-Amino-n-eapronsäure war vollständige Ausnutzung 
dieser Substanzen zu konstatieren mit Ausnahme des höchsten Gliedes. 
Die normalen methylierten d-I-z-Aminosäuren werden weniger gut ausge- 
nutzt, am wenigsten die höheren Glieder. 

Manche Substanzen bewirken, dem Tierkörper zugeführt, eine beträcht- 
liche Vermehrung der Ätherschwefelsäuren, eventuell gänzliches Ver- 
schwinden der präformierten Schwefelsäuren. Da nun das Verhältnis der 
präformierten zu den gebundenen Schwefelsäuren kein konstantes ist, 
so ist es zum Nachweis der Bildung von Äthersäuren erforderlich, das 
jedesmalige Verhältnis im normalen Harn an den der Fütterung voraus- 
gehenden Tagen zu prüfen und die gewonnenen Resultate mit den nach 
der Fütterung erhaltenen zu vergleichen. Aus der Menge der ausgeschiedenen 
Ätherschwefelsäure läßt sich berechnen, ein wie großer Anteil der einge- 
führten Substanz in Form von Äthersäuren ausgeschieden wurde. Die 
Bildung von Ätherschwefelsäure durch eine dem Tierkörper einverleibte 
Substanz kann daher nur dann mit Sicherheit erschlossen werden, wenn 
der darauf entleerte Harn bedeutend mehr gepaarte Schwefelsäure enthält 
als unter normalen Verhältnissen und die in Form von Sulfaten ausge- 
schiedene Schwefelsäure gleichzeitig erheblich vermindert war bzw. ver- 
schwunden ist. ?) 

Die Bestimmung der gepaarten Schwefelsäure neben der in Form 
von Sulfaten im Harn enthaltenen Schwefelsäure geschieht nach E. Bau- 
mann°:) in folgender Weise: 50 cm? Harn werden mit Essigsäure stark 
anzesäuert, mit überschüssigem Chlorbarium versetzt und auf dem Wasser- 
bade eine Stunde lang gelinde erwärmt; hierauf wird der Niederschlag, 
der neben schwefelsaurem Baryt oxalsauren Kalk (phosphorsaures Eisen) 
Harnsäure enthalten kann, abfiltriert und zuerst mit Wasser, dann mit 
erwärmter verdünnter Salzsäure und dann wieder mit Wasser ausgewaschen. 


ı) E. Friedmann, Zur Kenntnis des Abbaues der Karbonsäuren im Tierkörper. 
Beitr. z. chem. Physiol. Bd. 11. S. 151 (1908). 

2) E. Baumann und Herter, Über die Synthese von Ätherschwefelsäuren und das 
Verhalten einiger aromatischer Substanzen im Tierkörper. Zeitschr. f. physiol. Chemie. 
Bd.1. S. 244 (1877). 

3) E. Baumann, Über gepaarte Schwefelsäuren im Organismus. Pflügers Archiv. 


Bd. 13. S. 285 (1876). 
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Der so von anderen Salzen befreite schwefelsaure Baryt wird geglüht und 
gewogen; aus seinem Grewichte berechnet sich die Menge der in Form von 
Sulfaten im Harn enthaltenen Schwefelsäure. Das mit den Waschwässern 
vereinigte Filtrat wird nun mit konzentrierter Salzsäure (ca. !/,; Volumen) 
versetzt und 1 Stunde lang auf dem kochenden Wasserbade erwärmt: dabei 
färbt sich die Flüssigkeit mehr oder weniger dunkel, es scheidet sich aus 
derselben schwefelsaurer Baryt ab, daneben aber stets Flocken harzartiger 
oder amorpher Körper. Dieser zweite Niederschlag wird nach dem Ab- 
filtrieren erst mit heißem Wasser, dann mit warmem Weingeist und zu- 
letzt wieder mit Wasser ausgewaschen. Der warme Weingeist löst die mit- 
gefällten harzigen Verbindungen auf, welche, namentlich wenn ihre Menge 
erheblich ist, stets etwas von den anderen Salzen der Flüssigkeit mit 
niederreißen und beim Auswaschen mit Wasser zurückhalten. Aus dem 
Gewichte des nun wieder geglühten Rückstandes berechnet sich die Menge 
von Schwefelsäure, welche durch die Zerlegung der gepaarten Schwefel- 
säuren gebildet worden ist. 

Unter Umständen kann es von Wichtigkeit sein, das Verhältnis der 
freien und gebundenen Schwefelsäure zum Gesamtschwetelgehalt des Harns 
kennen zu lernen, um durch die Differenz die Menge der im Harn ent- 
haltenen organischen schwefelhaltigen Verbindungen (neutraler Schwefel-d) 
festzustellen. Letzteres läßt sich ermitteln, wenn man vom Gesamtschwefel- 
eehalte des Harnes in Abzug bringt den reziproken Wert für: 

a) präformierte, einfache Schwefelsäure, 

b) gepaarte Schwefelsäure, 

c) unterschweflige Säure (falls auch solche vorhanden ist). 

Nach Harnack und Kleine!) läßt sich eine Bestimmung von a+«€ 
in folgender Weise ausführen: Es wird Chlorbarium zum Harn im Über- 
schuß und ca. 15—20 cm? konzentrierte Essigsäure zugesetzt, das Ganze 
auf dem Wasserbade ca. 24 Stunden erwärmt, damit der Niederschlag voll- 
ständig ausfällt; der abfiltrierte Niederschlag wird mit verdünnter Essig- 
säure und heißem Wasser sorgfältig ausgewaschen, hierauf wird in bekannter 
Weise verbrannt und gewogen. Zur Berechnung von e wird vom Gesamtwert der 
Wert a abgezogen und die Differenz in dem Verhältnis von schwefligsaurem 
zu schwefelsaurem Baryt umgerechnet. Diese Methode beruht auf dem 
Umstande, daß die unterschweflige Säure im angesäuerten Harn ziemlich 
rasch, jedenfalls binnen 24 Stunden in schweflige Säure übergeht und dab 
der gebildete schwefligsaure Baryt zwar in Salz-, aber nicht in Essigsäure 
löslich ist, in welcher sich aber phosphorsaurer Baryt löst. Ein Teil der 
unterschwefligen Säure scheidet sich in Form von freiem Schwefel ab, da 
sie durch Säuren unter Bildung von Schwefel und Schwefeldioxyd zersetzt 
wird. Der Schwefel wird als solcher mitgewogen und als schwefligsaurer 


!) E. Harnack und F. K. Kleine, Über den Wert genauer Schwefelbestimmungen 
im Harn für die Beurteilung von Veränderungen des Stoffwechsels. Zeitschr. f. Biologie. 
Bd. 37. S. 417 (1899). 
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Baryt in Rechnung gebracht. Unter dem Einfluß von der Nahrung zuge- 
fügtem Alkalikarbonat wurde eine beträchtliche Vermehrung der unter- 
schwefligen Säure und eine Zunahme des oxydierten Schwefels überhaupt 
gefunden. 

Findet man keine oder nur geringe Vermehrung der Ätherschwefel- 
säuren nach Einfuhr einer Verbindung in den Organismus, so ist in jedem 
Falle auf gepaarte Glykuronsäuren zu prüfen. Wir besitzen eine grobe 
Anzahl von Kennzeichen für das Vorliegen einer gepaarten Glykuronsäure: 

1. Linksdrehung des ganzen mit Bleizucker gereinigten Harns, aus 
deren Größe man, wenn der Paarling keine erhebliche Eigendrehung zeigt, 
einen ungefähren Schluß auf die Menge der gepaarten Glykuronsäure ziehen 
kann. Wenn der Paarling selber eine starke Rechtsdrehung besitzt, so zeigt 
sich bei der gepaarten Verbindung eine erhebliche Abnahme dieser Rechts- 
drehung, ohne daß) es zu einer Linksdrehung im gewöhnlichen Sinne kommt 
(also eine relative Linksdrehung). !) 

2. Nach der Spaltung mit Mineralsäure Rechtsdrehung und Reduktion 
der Fehlingschen Lösung; dazu ist zu bemerken, dal) die meisten gepaarten 
Glykuronsäuren nicht die Fehlingsche Lösung direkt reduzieren, sondern 
erst nach der Spaltung. 

3. Spaltung auch durch Emulsin 2), bei einzelnen auch durch Hefe), 
wobei die reduzierende Glykuronsäure selbst verschwinden kann. Jedenfalls 
ist man nicht berechtigt. zu schließen, daß wenn nach der Säurespaltung 
und Vergärung keine Reduktion der Fehlingschen Lösung nachweisbar 
ist, eine gepaarte Glykuronsäure ausgeschlossen sei. Nach der Spaltung 
der gepaarten Glykuronsäure ist es zweckmäßig, den Paarling zu isolieren 
und ihn mit der ursprünglichen Substanz zu vergleichen. Gibt der Harn 
nach dem Bleiverfahren (erst Fällung mit neutralem Bleiacetat, dann Fällung 
des Filtrates mit Bleiessig) einen voluminösen basischen Bleiniederschlag, 
so ist das Vorhandensein einer gepaarten Glykuronsäure wahrscheinlich; 
man zersetzt einen kleinen Teil mit Schwefelsäure, filtriert vom Bleisulfat 
ab und kocht einige Minuten über der freien Flamme. Nach dem Filtrieren 
der abgekühlten Lösung setzt man eine Lösung von verdünntem Kupfer- 
sulfat hinzu, macht mit einer Seignette-Salz-Alkalilösung alkalisch und 
kocht nochmals; bei diesem Verfahren braucht man nicht zu besorgen, 
daß beim Alkalischmachen der Flüssigkeit die entstandene freie Glykuron- 
säure zersetzt wird, da bereits gelöstes Kupfersalz zugegen ist; zu be- 
merken ist aber, daß eine Reduktion allein nicht beweisend ist, da auch 


') H. Hildebrandt, Über Synthesen im Tierkörper. 2. Mitteilung. Arch. f. exp. Path. 
u. Pharm. Bd. 45. S. 119 (1901). 

2) C. Neuberg und W. Neimann, Synthese gepaarter Glykuronsäuren. Zeitschr. f. 
physiol. Chem. Bd. 44. S. 114 (1905). 

») H. Hildebrandt, Zur Frage der glykosidischen Struktur gepaarter Glykuron- 
säuren. Beitr. z. chem. Physiol. Bd. 7. S. 438 (1905). — M. Kauffmann, Stoffwechselunter- 
suchungen bei Alkoholdeliranten. Journ. f. Psych. u. Neurol. Bd. 10. S. 46 (1907). — 
J. Hämäläinen, Über isomere Borneolglykuronsäuren. Skandinavisches Arch. f. Physiol. 
Bd. 23. S.96 (1909). 
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der Paarling reduzierende Eigenschaften haben kann. Einzelne gepaarte 
Glykuronsäuren werden erst durch Ammoniakzusatz als Bleisalz gefällt. 
Auftreten von Reduktion der Fehlingschen Lösung beim Kochen spricht 
für Anwesenheit von freier Glykuronsäure namentlich dann, wenn die vom 
Bleisulfut abfiltrierte Flüssigkeit ohne vorheriges Kochen keine reduzierenden 
Eigenschaften besitzt. Nun sind freilich namentlich in der neueren Zeit 
mehrere gepaarte Glykuronsäuren beobachtet worden, welche in den basi- 
schen Bleiniederschlag übergehen und direkt Fehlingsche Lösung reduzieren; 
hier kann man unter Umständen zu einer sicheren Entscheidung kommen, 
wenn man eine Linksdrehung der unzersetzten Lösung konstatieren kann, 
welche nach der Spaltung in eine Rechtsdrehung übergeht. Dabei kann es 
nun vorkommen, daß einmal die Drehungsrichtung von Glykuronsäure und 
Paarling entgegengesetzt sind und scheinbare Inaktivität zeigen. Ferner 
kann es sich ereignen, daß beide Komponenten die Ebene des Polarisations- 
lichtes im gleichen Sinn ablenken und so eine Rechtsdrehung beobachtet 
wird, die eventuell lediglich von den Eigenschaften des Paarlings herrührt. 
Es kann auch vorkommen, daß die gepaarte Verbindung eine deutliche 
techtsdrehung zeigt, die aber lediglich bedingt sein kann durch die rechts- 
drehende Eigenschaft des Paarlings. Da nun die Menge der gepaarten 
Verbindung nicht bekannt ist, so läßt sich keine etwaige Verminderung 
der Drehungsintensität des Paarlings durch die angefügte Glykuronsäure 
feststellen, wohl aber nachdem die gepaarte Verbindung isoliert worden ist. 
Da nun die Isolierung der gepaarten Verbindung nicht in allen Fällen 
gelingt, so ist der Nachweis der Spaltungsprodukte von besonderer Wichtig- 
keit. Bei der Isolierung des eingeführten Paarlings kann indessen eine 
derartige Veränderung stattfinden, dab kein brauchbares Produkt isoliert 
weraen kann. Es ist in einigen Fällen die Zinkstaubdestillation angewendet 
worden, um das im Organismus erzeugte Oxydationsprodukt zu dem weniger 
empfindlichen ursprünglichen Körper zu reduzieren. Viel rationeller erscheint 
es (P. Mayer und ©. Neuberg‘), den allen gepaarten Glykuronsäuren ge- 
meinsamen Paarling, die Glykuronsäure, selber nachzuweisen. 

Was die Oreimsalzsäurereaktion betrifft, so kann sie bei sehr leicht 
spaltbaren Glykuronsäuren schon vor dem Erhitzen der Flüssigkeit positiv 
ausfallen und ist außerdem von einer solchen Empfindlichkeit, daß die 
Stärke ihres Ausfalls keinen Schluß auf die wirklich vorhandene Menge 
der Glykuronsäure gestattet. Man spaltet die auf Gegenwart gepaarter 
Verbindungen zu untersuchende Flüssigkeit mit 1°/,iger Schwefelsäure 
unter Druck, neutralisiert die abgekühlte Flüssigkeit durch Natriumkarbonat 
und setzt am besten p-Bromphenylhydrazinchlorhydrat und die entsprechende 
Menge Natriumacetat hinzu; nach etwa 10 Minuten langem Erwärmen pflegt 
die Kristallabscheidung zu beginnen. Man unterbricht dann die Erwärmung 
und filtriert sofort durch ein bereit gehaltenes Faltenfilter. Beim Erkalten 


!) Über den Nachweis gepaarter Glykuronsäuren und ihr Vorkommen im normalen 
Harn. Zeitschr. f. physiol. Chem. Bd. 29. S. 256 (1900). 
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erfolgt reichliche Kristallisation. Der entstandene hellgelbe Niederschlag 
wird an der Saugpumpe abfiltriert, die Mutterlauge von neuem im Wasser- 
bade erhitzt, beim Beginn der Kristallabscheidung abermals filtriert. auf 
der Nutsche abgesaugt usw. Dieses Verfahren wird so oft wiederholt. als 
erneutes Erhitzen weitere Niederschlagsbildung bewirkt. Die gesammelte 
Hydrazinverbindung wird dann gründlich mit heißem Wasser und absolutem 
Alkohol gewaschen: sie schmilzt nach dem Umkristallisieren aus 600 ‚igem 
Alkohol bei 236°. Löst man 0'2g dieser Verbindung in 40 ems gereinigten 
Pyridins und 60 cm® absoluten Alkohols, so erhält man im Laurentschen 
Halbschattenapparat bei Natriumlicht den Ablenkuneswinkel von — 79 25. 
Hieraus und aus dem spezifischen Gewicht der Lösung von 0'886 ergibt 
sich [2] = 369°. Das optische Verhalten dieser Verbindung ermög- 
licht eine leichte und sichere Erkennung der Glykuronsäure. ') 

Die neuerdings von B. und ©. Tollens ?) angegebene Reaktion mit 
Naphtoresorein sollte eine direkte unzweideutige Entscheidung ermög- 
lichen, ob gepaarte Glykuronsäure vorhanden ist. 

Zu 5 cm’ Urin fügt man 0'5 cm3 einer 1°/,igen alkoholischen Naphto- 
resoreinlösung und 5 cm® konzentrierte Salzsäure. Dann erwärmt man über 
der Flamme bis zum Kochen und setzt das Kochen über ganz kleiner 
Flamme noch eine Minute fort. 4 Minuten läßt man die Flüssigkeit nun 
ruhig stehen, dann kühlt man das Probierrohr unter dem fließenden Wasser 
der Leitung gut ab. Darauf wird nach Zusatz vom gleichen Volumen Äther 
energisch geschüttelt und wiederum gewartet, bis sich der Äther klar ab- 
setzt. Die Klärung der Ätherschicht kann man durch Zusatz einiger Tropfen 
Alkohol beträchtlich beschleunigen. Ist Glykuronsäure im Urin enthalten. 


so ist die Ätherschicht je nach der Menge schön blau — bei geringerem 
Glykuronsäuregehalt — violett und zeigt vor dem Spektralapparat ein 


deutliches Band in der Gegend der Natriumlinie. Die Reaktion ermöglicht 
die bisher schwierige Unterscheidung der Glykuronsäure und Pen- 
tosen im Urin. Aus der Intensität der Färbung der Ätherschicht wird 
man auf einen größeren oder geringeren Gehalt an Glykuronsäure schließen 
können. Die bei der Reaktion entstehende blaue Substanz ist in Äther lös- 
lich, während die von Arabinose und Xylose sowie von den übrigen Zucker- 
arten gelieferten Stoffe diese Eigenschaft nicht besitzen. 

Nach den Beobachtungen von €. Neuberg und Mandel 5) ist die Orein- 
reaktion durchaus nicht weniger empfindlich, als die neu angegebene mit 


') €. Neuberg, Über eine Verbindung der Glykuronsäure mit p-Bromphenylhydrazin. 
Ber. d. Deutsch. chem. Ges. Bd. 32. S.2395 (1899). — €. Neuberg, Über die Reinigung 
der Osazone und zur Bestimmung ihrer optischen Drehungsrichtung. Ebenda. $. 3384. 

®) C. Tollens, Der Nachweis von Glykuronsäure nach B. Tollens im menschlichen 
Urine. Zeitschr. f. physiol. Chem. Bd. 56. 8.115 (1908); Ber. d. Deutsch. chem. Ges. Bd.41. 
S. 1788 (1908). — C. Tollens, (Quantitative Bestimmung der Glykuronsäure im Urin mit 
der Furfurol-Salzsäuredestillationsmethode. Zeitschr. £. physiol. Chem. Bd. 61. S. 95 (1909). 

®) €. Neuberg und J. A. Mandel, Naphtoresorein als Reagens auf einige Aldehyd- 
und Ketosäuren. Biochem. Zeitschr. Bd. 13. $. 148 (1908). 
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Naphtoresorein, und doch wird mit letzterer häufiger ein positives Resultat 
erhalten. Der Grund liegt darin, dad Naphtoresorein auch mit anderen 
Stoffen jene Reaktion gibt, deren natürliches Vorkommen im Harn sich 
nicht ausschließen läßt. Hiernach wird die Naphtoresorcinreaktion nicht 
mehr als unbedingt für die Glykuronsäure beweisend zu betrachten sein. 

Wiederholt ist die Erfahrung gemacht worden, daß im Harn Sub- 
stanzen enthalten sind, welche eine in wässerigen Medien glatt verlaufende 
Reaktion stören. Die für die Reduktion von Chloraten gut verwendbare 
salpetrige Säure kommt im Harn nicht vollständig zur Wirkung, da sie 
zum Teil durch Reaktion mit dem Harnstoff verbraucht wird); man muß 
hier eine erheblich größere Menge salpetrige Säure anwenden, um alles 
Chlorat zu reduzieren. Das Tempo, in dem die Nitritabsorption durch den 
Harnstoff verläuft, ist ein verhältnismäßig langsames, so dal) leicht diazotier- 
bare aromatische Verbindungen ?), welche im Harn vorhanden sind, durch 
zugesetztes Nitrit zuvor in die Nitroso-Verbindungen übergehen, ehe der 
Harnstoff an die Reihe kommt, und es ist möglich, das Ende der Titration 
mit Nitrit am Beginn der Bläuung des Jodkalistärkepapiers zu erkennen; 
bei wiederholten Tüpfelversuchen nimmt das Vermögen einer zu Ende 
titrierten Harnprobe, das Papier zu bläuen, nur ganz allmählich ab. 

Versetzt man einen Jodide enthaltenden Harn mit Palladiumchlorür- 
lösung, so erhält man eine Ausscheidung, aus der sich erheblich mehr 
Halogen berechnet, als im Harn enthalten ist, da bei der Ausscheidung des 
Palladiumjodürs noch Verbindungen des Palladiums mit organischen Sub- 
stanzen mitgerissen werden, welche an und für sich nicht gefällt werden. 3) 
Es ist daher notwendig, den Niederschlag im Tiegel mit Soda zu glühen, 
wodurch das im Niederschlage enthaltene Palladiumjodür vollständig zer- 
legt und alles Jod an Natrium gebunden wird. Der Rückstand wird mit 
heißem Wasser ausgelaugt und von neuem mit Palladiumchlorür gefällt, 
der Niederschlag auf einem gewogenen Filter gesammelt, ausgewaschen. ge- 
trocknet und gewogen. 

Nachdem E. Salkowski*) gefunden hatte, dal aus Zucker bei Gegen- 
wart von Mineralsäuren bei der Destillation jodbindende Substanzen über- 
gehen, stellte ©. Neuberg) fest, daß die beim Diabetes gefundenen hohen 
Phenolwerte auf dieser Quelle beruhen. Nach L. Borchardt*) läßt sich bei 
der quantitativen Acetonbestimmung im diabetischen Harne eine Ab- 


') H. Hildebrandt, Zum Nachweis von Ühloraten im Harn. Vierteljahresschr. f. 
gerichtl. Med. Bd. 32. S. 80 (1906). 

?) H.Dreser, Zur Kenntnis des Maretins. Med. Klinik. Nr. 44. S. 1684 (1908). 

3) E. Harnack, Über die Methoden der quantitativen Jodbestimmung im mensch- 
lichen Harne. Zeitschr. f. physiol. Chem. Bd. 8. S. 158 (1883). 

*) Über die Untersuchung des Harns auf Aceton. Pflügers Arch. Bd. 56. S. 339 
(1894). 

5) Über die quantitative Bestimmung des Phenols im Harn. Zeitschr. f. physiol. 
Chem. Bd. 27. S. 123 (1899). 

6) L. Borchardt, Über Fehlerquellen bei der Bestimmung des Acetons im Harn. 
Beitr. z. chem. Physiol. Bd. 8. S. 62 (1906). 
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spaltung von Ketonen nicht ganz vermeiden, da besondere Versuche lehrten, 
daß mit zunehmender Zuckermenge die Menge der abgespaltenen Ketone 
zunimmt, die gleichfalls Jodoform bilden, also zu hohe Werte vortäuschen. 

Die Zeisel-Fantosche Methode der Glyzerinbestimmung beruht darauf, 
daß Glyzerin unter der Einwirkung kochender wässeriger Jodwasserstoff- 
säure in flüchtiges Jodäthyl verwandelt wird, dessen Dampf von begleitendem 
Jod und Jodwasserstoff befreit in alkoholische Silberlösung eintritt, mit 
welcher es sich zu Jodsilber umsetzt, welches gewogen wird. Aber auch in 
dem Harn von Personen, welche kein Glyzerin erhalten, können bei der 
Durchführung des Jodidverfahrens kleine Mengen Silberjodids auftreten. !) 
Bei ganz genauen Bestimmungen ist die Menge dieses Silberjodidnieder- 
schlages in dem Harne des der Glyzerindarreichung vorangehenden Tages 
zu bestimmen und von der Menge des im Glvzerintage erhaltenen Silber- 
jodids abzuziehen. Wenn auch aus dem Harne die Sulfatschwefelsäure durch 
Chlorbarium entfernt worden war, so trat doch bei der Behandlung des 
sulfatfreien Harns mit kochender Jodwasserstoffsäure Schwefelwasserstoff 
auf, wie sich leicht an einer mehr oder weniger starken Schwärzung einer 
an Stelle des Silbers vorgelegten Bleiacetatlösung erkennen ließ. Bei dem 
regelrecht durchgeführten Jodidverfahren erzeugte der mit etwas Schwefel- 
wasserstoff gemengte Isopropyljodiddampf in der Silberlösung neben Jod- 
silber auch den schwarzen Niederschlag von Schwefelsilber. Der SH, bildet 
sich beim Kochen des Harns mit JH durch Reduktion der nach Ausfällung 
mit Chlorbarium darin noch verbleibenden schwefelhaltigen Verbindungen; je 
nach deren Menge kann das Schwefelsilber unter Umständen eine genaue 
Bestimmung des gebildeten Jodsilbers vereiteln. Diese Störung wird vermieden, 
wenn man den SH;-haltigen Isopropyljodiddampf durch eine kleine, mit etwa 
5 cm? einer 5°/,igen Natriumarseniatlösung beschickte Peligot-Röhre leitet. 

Schließlich ist besonders zu betonen, daß die Stoffwechselprodukte 
einer in den Organismus eingeführten Substanz je nach der Art der Ein- 
verleibung verschieden sein können. Die Orthophtalsäure?) wird bei 
subkutaner Injektion vollständig wieder ausgeschieden, bei innerlicher Dar- 
reichung infolge der Fäulnisvorgänge zum großen Teil zerstört. 


B. Spezieller Teil. 


Nur in einigen Fällen ist es möglich, das nach Darreichung 
einer bestimmten Substanz im Organismus entstehende Stoff- 
wechselprodukt ohne jede Bearbeitung des Harnes zu fassen. 

Wenn man an Kaninchen, die durch Haferfütterung sauren 
Harn lassen, die Basen: para- und ortho-Thymotin-piperidid°) dar- 


') A. Herrmann, Über die Bestimmung des Glyzerins im Harn. Beitr. z. chem. 
Physiol. Bd. 5. S. 422 (1904). 

2) J. Pohl, Verhalten der Phtalsäure im Organismus. Biochem. Zeitschr. Bd. 16. 
8.68 (1909). 

®) H. Hildebrandt, Über einige Synthesen im Tierkörper. Arch. f. exp. Path. u. 
Pharm. Bd. 44. S. 279 (1900). 
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reicht, so scheidet sich im spontan gelassenen Harn das Stoffwechsel- 
produkt direkt aus; es handelt sich dabei um eine Anlagerung von Gly- 
kuronsäure und gleichzeitige Methylierung am Stickstoff. Auch nach Dar- 
reichung von Thymotinalkoholpiperidid!) scheidet sich das Stoff- 
wechselprodukt direkt im Harn, wenn auch in anderer Form aus; hier ist 
die Alkoholgruppe zur Carboxylgruppe oxydiert worden und an das Phenol- 
hydroxyl hat sich ebenfalls Glykuronsäure angelagert. 

Nach Einnahme von Tellurverbindungen zeigt die Atemiluft einen 
Knoblauchgeruch: Tellurmethyl.?) Die beim Durchleiten von Tellurmethyl 
durch Jodjodkaliumlösung entstandene Methylverbindung kann durch Über- 
führung in das aromatisch riechende Schwefelmethyl (CH,),S erkannt 
werden. Es genügt. die Jodlösung alkalisch zu machen und mit Schwefel- 
natriumlösung zu erwärmen. Nach selenigsaurem Natrium bildet sich 
Selenmethyl im Organismus. 

Reicht man unseren gewöhnlichen Versuchstieren (Hunden, Katzen, 
Kaninchen) per os, subkutan oder intravenös eine genügende Menge von 
Thioharnstoff (1—27g), so nimmt das Exhalat allmählich einen eigen- 
tümlichen rettich- oder lauchartigen Geruch an, der stunden- ja tagelang 
andauert: Alkylsulfid (C, H,), S. >) 

Nach Darreichung von Chinosol (Gemenge von 0-Oxychinolinsulfat 
mit Kaliumsulfat) scheiden sich bisweilen im Harn von Kaninchen spontan 
grünlich-weiße Kristalle‘) aus von einer Größe bis zu Y,cm, und zwar 
stets, wenn der Harn infolge wasserarmer und „saurer“ Nahrung von 
vornherein sauer und konzentriert war. Der frische Harn wurde direkt 
mit nenutralem und das Filtrat mit basischem Bleiacetat gefällt. Dieser 
letztere Niederschlag wurde mit Wasser gewaschen und mit Schwefelwasser- 
stoff zerlegt, aus der mit Tierkohle entfärbten Flüssigkeit schieden sich 
beim Erkalten große, wasserhelle Kristalle aus, die sich als identisch mit 
den spontan ausgefallenen erwiesen. Aus Kaninchen- und Hundeharn wurde 
ganz die gleiche Substanz erhalten. Das Kalisalz der Säure wurde aus dem 
Barytsalz erhalten durch Umlegen mit Kaliumsulfat: o-Oxychinolinely- 
kuronsäure. 

Der nach Darreichung von Chloralacetophenon: ÜCCl, CHOH.CH,. 
CO0.0,H;, von Kaninchen gelassene Harn enthielt ziemlich zahlreiche 
mikroskopisch als Blättehen und Nadeln erkennbare Kriställchen 5), deren 
Menge beim Stehen des Harns sich noch vermehrte. Dieselben wurden auf 


') H. Hildebrandt, Pharmakol. Stud. über synth. hergestellte Basen aus der Pipe- 
ridinreihe. Zeitschr. f. physiol. Chem. Bd. 53. S. 249 (1904). 

?) Fr. Hofmeister, Über Methylierung im Tierkörper. Arch. f. exp. Pharm. Bd. 33. 
S. 198 (1894). 

») J. Pohl, Über eine Alkylsynthese nach Thioharnstoffaufnahme. Arch. f. exper. 
Pharm. Bd. 51. S. 341 (1904) 

*) 0. Brahm, Über das Chinosol, sein Verhalten im Tierkörper und über die Bil- 
dung gepaarter Glykuronsäuren. Zeitschr. f. physiol. Chem. Bd. 28. 5. 439 (1899). 

5) H. Tappeiner, Über das Verhalten einiger Kondensationsprodukte des Chlorals 
mit Ketonen im Tierkörper. Arch. f. exp. Pharm. Bd. 33. S. 364 (189). 
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der Saugpumpe abfiltriert und mit wenig Wasser gewaschen, der Filter- 
rückstand wurde mit kochendem heißen absoluten Alkohol ausgezogen, der 
Alkohol verjagt und der Rückstand in Äther gelöst. Nach dem Verdunsten 
desselben blieben zum Teil schon gut ausgebildete Prismen zurück, der 
ölige Anteil, mit heißem Ligroin behandelt, liefert weitere Mengen von 
Trichloräthyliden-acetophenon: CCl,.CH:CH.CO.C,H,, Sp. 102°, 
welches auch durch Einwirkung konzentrierter Schwefelsäure aus dem zur 
Fütterung benutzten Körper entsteht unter Austritt von Wasser. 

Nach Darreichung von Dimethylaminoparaxanthin!) (Paraxin) 
fiel aus dem Urin der meisten Patienten bei vorhandener saurer Reaktion 
verschieden reichlich ein Niederschlag glitzernder Kristalle aus. Durch Ab- 
zentrifugieren und nochmaliges Umkristallisieren, durch schwaches An- 
säuern mit Essigsäure wurde die Substanz völlig rein erhalten und bildete 
eine atlasglänzende Masse, Sp. 319°. Sie ist entstanden durch Verlust 
der 4-Methylgruppe des Paraxins in der 1-Stellung (Dimethylamino- 
heteroxanthin). 

Nach Darreichung von Benzidin am Kaninchen wird ein Harn ge- 
lassen, welcher spontan ein Sediment in der Kälte absetzt 2), dieses wird mit 
Alkohol in der Wärme aufgenommen und filtriert, worauf eine Ausscheidung 
eriolgt. Das gelbbraune alkoholische Filtrat wird zu einem großen Teile ab- 
destilliert, der Rest des Alkohols auf dem Wasserbad verjagt. Es resultiert 
eine dunkle, beim Erkalten erstarrende Masse; diese wird nun mit Wasser 
gut verrieben und heiß filtriert: Beim Abkühlen erstarıt die Lösung zu 
einem dichten Kristallbrei: 4,4-Diaminodioxydiphenyl, Sp. 135—138°. 

Die nach Darreichung von Carvaerylpiperidid®) vom Kaninchen 
im Harn ausgeschiedene Verbindung wird dadurch gewonnen, daß der zur 
Trockene eingedampfte Harn mit 90°/,igem Alkohol ausgekocht und der 
Verdunstungsrückstand mit heißem Wasser aufgenommen, mit Tierkohle 
behandelt und heiß filtriert wird; nach längerem Stehen scheiden sich 
Kristalle aus vom Sp. 210°, die das Umwandlungsprodukt der Verbindung 
darstellen, welches durch die Anlagerung der Glykuronsäure entsteht. 


Ätherschwefelsäuren. 


Aus dem Pferdeharn, der die „phenolbildende Substanz“ in 
besonders großer Menge enthält, gelang es E. Baumann *), sie in kristalli- 
nischem Zustande abzuscheiden. Pferdeharn wird zum Sirup verdunstet, 
mit 80°/,igem Alkohol aufgenommen, nach Abdestillieren des Alkohols wird 


') J. Forschbach und 5. Weber, Das Dimethylaminoparaxanthin, seine diuretische 
Wirksamkeit und sein Abbau im Organismus des Menschen. Arch. f. exp. Pharm. Bd. 56. 
S. 186 (1907). 

°) 0. Adler, Die Wirkung und das Schicksal des Benzidins im Tierkörper. Arch. 
f. exp. Pharm. Bd. 58. S. 167 (1908). 

°) H. Hildebrandt, Über einige Synthesen im Tierkörper. Arch. f. exper. Pharm. 
Bd. 44. S. 297 (1900). 

*) Über Sulfosäuren im Harn. Ber. d. Deutsch. chem. Ges. Bd. 9. S.54 (1876). 
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wieder zum dünnen Sirup verdunstet, den man in der Kälte stehen läßt; 
nach ein oder mehreren Tagen bilden sich reichliche Kristalle in dem- 
selben. die nach etlichen Tagen abfiltriert werden. Man erhält so einen 
braunen Kristallbrei, der durch Absaugen mit der Pumpe und zuletzt 
Pressen zwischen Filtrierpapier von der Mutterlauge möglichst befreit wird; 
dureh wiederholtes Umkristallisieren aus Wasser und zuletzt aus Alkohol 
erhält man blendendweiße perlmutterglänzende Tafeln, welche die „phenol- 
bildende Substanz“ des Harns darstellen. 

Aus dem Harn von Menschen oder Hunden, welche mit Phenol 
behandelt wurden, wird das phenylschwefelsaure Kalium in folgender Weise 
rein erhalten!): Der zum Sirup eingedampfte Harn wird mit 90°/,igem 
Alkohol aufgenommen, mit einer alkoholischen ‘Lösung von Oxalsäure, SO 
lange ein Niederschlag entsteht, gefällt, hierauf mit dem gleichen Volumen 
Äther versetzt und geschüttelt. Nach einiger Zeit wird abfiltriert, mit Pott- 
aschelösung neutralisiert und auf ein kleines Volumen verdunstet. Durch 
nochmaliges Aufnehmen mit Alkohol wird etwa gelöstes oxalsaures oder 
kohlensaures Kali abgeschieden. Das Filtrat läßt beim Stehen dieselben 
Kristalle abscheiden. welche aus Pferdeharn erhalten wurden. Aus der 
ersten braunen Mutterlauge können noch mehr von diesen Kristallen er- 
halten werden, wenn man ihre Lösung mit Bleiessig fällt, das Filtrat 
mit Schwefelwasserstoff entbleit und wieder zum Sirup eindunstet. Häufig 
erstarrt dieser beim Stehen zu einem Brei von Kristallblättchen. Noch 
bessere Ausbeute erhält man, wenn man den Sirup mit gewöhnlichem Äther 
wiederholt schüttelt und einige Zeit stehen läßt; es schlämmen sich dann 
in dem Äther eine Menge kleiner Kristalle auf, die nach dem Abfiltrieren 
durch einmaliges Umkristallisieren rein erhalten werden. 

Zur Darstellung der Ätherschwefelsäure des Acetanilids?) wurde 
der Harn zum Sirup eingedampft, mit Weingeist von 90—93°/, aus- 
gezogen, mit !/, Volumen Äther und mit einer während einer längeren 
Zeit erwärmten konzentrierten alkoholischen Oxalsäurelösung versetzt; die 
Lösung wurde von dem Niederschlage abgehoben, durch Kaliumkarbonat- 
lösung neutralisiert und auf dem Dampfbade eingetrocknet. Aus dem Rück- 
stande wurde unter gelindem Erwärmen der rückständige Harnstoff und 
ein Teil des überschüssigen Kaliumäthyloxalates durch Weingeist extrahiert 
und schließlich das Kaliumsalz durch Kochen mit Weingeist gelöst und 
siedendheiß filtriert; es schied sich die Doppelverbindung des ätherschwefel- 
sauren Kaliums mit dem Kaliumäthyloxalat aus: 


INH, 0.200.010. 
GH, | 0.80,.0K 7 \CO.0.K. 


!) E. Baumann, Über die Ätherschwefelsäuren der Phenole. Zeitschr. f. physiol. 
Chem. Bd.2. S. 335 (1878). 

ER A, H. Mörner, Stoffwechselprodukte des Acetanilids im menschlichen Körper. 
Zeitschr. f. physiol. Chem. Bd. 13. S. 12 (1839). 
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Das Eintreten von Indikanurie nach subkutaner Injektion von 
Oxalsäure!) hängt möglicherweise mit der leichten Entstehung des ent- 
sprechenden Doppelsalzes mit der Indoxylschwefelsäure im Organis- 
mus zusammen. 

Der Harn eines Hundes, welcher eine Woche lang täglich 1—2y 
reines p-Kresol?°) innerlich erhielt, wurde eingedampft. mit starker Salz- 
säure angesäuert, erwärmt und nach dem Erkalten mit Äther extrahiert. 
Dem Ätherextrakt wurden durch Schütteln mit Sodalösung die darin ent- 
haltenen Säuren entzogen, die alkalisch-wässerige Lösung wurde von neuem 
angesäuert und mit Äther erschöpft, der Ätherauszug hinterließ beim Ver- 
dunsten einen kristallinischen Rückstand. der in Wasser gelöst, entfärbt 
und durch Umkristallisieren gereinigt wurde. Er erwies sich als Para- 
oxybenzoesäure, Sp. 209°. Nach Darreichung von o-Kresol konnte das 
analoge Oxydationsprodukt nicht erhalten werden. Dagegen enthielt der 
ätherische Auszug des mit Salzsäure erwärmten Harns, welcher mit Natrium- 
karbonat zur Entfernung der Säuren geschüttelt war, eine Substanz mit den 
Eigenschaften des Hydrochinons.?) Die wässerige Lösung wurde durch 
vorsichtige Fällung mit Bleiacetat entfärbt und nach Entfernung des Bleies 
und Ansäuern wieder mit Äther ausgeschüttelt. Der Rückstand dieses 
Ätherauszuges erstarrte beim Erkalten kristallinisch: Hydrotoluchinon, 
Sp. 121°5°. Nach Darreichung von m-Kresol, welches ebenfalls Hydro- 
toluchinon liefern konnte, wurden nur Ätherschwefelsäuren nachge- 
wiesen. 

Um den Paarling der nach Vanillineinfuhr +) neugebildeten Äther- 
schwefelsäure zu gewinnen, wurde der Harn mit Salzsäure auf dem Wasser- 
bade erwärmt und mit Äther ausgeschüttelt. Der Äther hinterließ eine 
sirupöse Flüssigkeit. welche, mit kohlensaurem Natron neutralisiert, noch- 
mals mit Äther behandelt wurde. Nach dem Verdunsten desselben wurde 
ein nach Vanillin riechender Rückstand gewonnen, aus welchem jedoch 
wegen der geringen Menge die Darstellung des Vanillins in Kristallen 
nicht gelang. Nunmehr wurde die vom Äther getrennte alkalische Flüssig- 
keit mit Schwefelsäure versetzt und mit Äther wiederholt geschüttelt. Vom 
Äther wurde eine Säure aufgenommen, welche, durch öfteres Umkristalli- 
sieren aus Wasser und durch Waschen mit wenig Äther gereinigt, in Form 
weißer Nadeln, denen noch eine Spur von Harnstoff anhing, erhalten 
wurde: Vanillinsäure, Sp. 205°. Spätere Untersuchungen haben gezeigt, 
daß Vanillin im Tierkörper außer der Paarung mit Schwefelsäure auch 


') E.Harnack und von der Leyen, H. Hildebrandt, Zeitschr. f. physiol. Chem. 
Bd. 29. S.205 (1900) bzw. Bd.35. S. 141 (1902). 

?) E. Baumann, Über die Entstehung des Phenols im Tierkörper und bei der 
Fäulnis. Zeitschr. f. physiol. Chemie. Bd.3. 8.250 (1879). 

») €. Preusse, Zur Kenntnis der Oxydation aromatischer Substanzen im Tier- 
körper. Zeitschr. f. physiol. Chemie. Bd.5. 8.57 (1881). 

*) €. Preusse, Über das Verhalten des Vanillins im Tierkörper. Zeitschr. f. physiol. 
Chemie. Bd.4. S.209 (1880). 
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eine solche mit Glykuronsäure eingeht, so dab ein Teil der als Spaltungs- 
produkt gewonnenen Vanillinsäure durch die Spaltung der Glykuron- 
säureverbindung erhalten wurde. 


Glykokollpaarlinge. 


Der nach Darreichung von p-Cymol!) vom Hunde gelassene Harn 
wurde schwach alkalisch gemacht, auf !/,, seines Volumens verdunstet, mit 
Salzsäure übersättigt und mit großen Mengen Äther ausgeschüttelt so 
lange. bis dieser nichts mehr aufnahm. Von der ätherischen Flüssigkeit 
wurde der größte Teil des Äthers abdestilliert, der Rest wiederholt mit 
Sodalösung ausgeschüttelt, von der alkalischen Flüssigkeit der Äther ab- 
gehoben, der letzte Rest desselben durch Erwärmen verjagt und die Flüssig- 
keit mit überschüssiger Salzsäure versetzt. Es schied sich sofort in sehr reich- 
licher Menge eine kristallinische, nur sehr wenig gefärbte Säure ab; nach noch- 
maligem Umlösen wird die Säure durch Kochen mit kohlensaurem Barium 
gelöst und aus der heißen Lösung nunmehr völlig farblos gefällt. Alsdann wurde 
sie in ihr Caleiamsalz verwandelt und aus diesem durch Umkristallisieren ge- 
reinigten Salz wieder abgeschieden. Sp. 168°. Cuminursäure C,, H,, NO;. 

Sie ist in heifjem Wasser löslich und kristallisiert daraus beim lang- 
samen Erkalten in großen irisierenden rhombischen Blättern, die kein 
Kristallwasser enthalten; aus den Lösungen ihrer Salze wird sie durch 
Säuren in perlmutterglänzenden Schuppen gefällt. Wird im zugeschmolzenen 
Rohr 2 Stunden mit konzentrierter Salzsäure auf 120-—-125° erhitzt, so 
wird eine Spaltung herbeigeführt. Der Röhreninhalt wird wiederholt mit 
Äther ausgeschüttelt, der wässerige Rückstand hinterläßt beim Verdunsten 
salzsaures Glykokoll, welches zur sicheren Erkennung in Glykokoll-Kupfer 
übergeführt wird. Aus den Ätherauszügen wurde durch kohlensaures Na- 
tron die entstandene stickstofffreie Säure aufgenommen und durch Salz- 
säure gefällt. Sp. 115% Zur vollständigen Reinigung wurde sie in ihr ziem- 
lich schwer lösliches, sehr gut in seidenglänzenden Nadeln kristallisierendes 
Oalciumsalz verwandelt, dieses umkristallisiert und wieder durch Salzsäure 
zersetzt, Sp. 116°5°. Mit Wasserdämpfen ließ sich die Säure leicht ver- 
flüchtigen; die so destillierte Säure zeigte denselben Schmelzpunkt. 

Die Cuminursäure zersetzt sich bei der Destillation mit Salzsäure 
nicht, so daß keine Cuminsäure übergeht. 

Im Organismus des Kaninchens scheint sich aus p-Cymol vor- 
wiegend freie Cuminsäure zu bilden, da der nach Darreichung von 
p-Cymol unter Zusatz von Salzsäure destillierte Harn ein Destillat ergibt, 
in welchem sich Cuminsäure ausscheidet. 

Allerdings hatte Ziegler?) bereits früher mit dem von Jacobsen an- 


') O. Jacobsen, Über das Verhalten des Cymols im Tierkörper. Ber. d. Deutschen 
chem. Gesellsch. Bd. 12. S. 1512 (1879). 

®) E. Ziegler, Über das Verhalten des Kampfereymols im tierischen Organismus. 
Arch. f. experim. Path. u. Pharm. Bd.1. S.65 (1873). 
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erhalten, wobei eine etwaige Bildung aus präformierter Cuminursäure nicht 
anzunehmen ist. Der Harn wurde eingedampft, mit Alkohol extrahiert, der 
Auszug verdunstet, dann mit verdünnter Schwefelsäure angesäuert und 
mit Äther extrahiert. Der abdestillierte Äther hinterlief) ein braunes, auf 
dem Wasser schwimmendes Öl, welches erst nach sehr langem Stehen sich 
auf den Grund des Gefäßes senkte und zu langen Nadeln erstarrte. Zur 
Reinigung der Säure wurde mit Bariumkarbonat unter Zusatz von Tier- 
kohle gekocht und das Filtrat mit Salzsäure versetzt, sodann wurde die 
Säure mehrmals aus heiljem Wasser umkristallisiert. 

Vollständig gereinigt kristallisiert sie aus wässeriger Lösung in 
langen, feinen, seideglänzenden, weißen Nadeln, welche unter dem Mikro- 
skop als rhombische Säulen erscheinen: Cuminsäure, Sp. 115%. 

Bei der Verarbeitung des Harns, wobei der angesäuerte Harn mit 
Äther ausgeschüttelt wird, macht sich häufig der Übelstand bemerkbar, 
daß die ganze Flüssiekeit in eine dieke Emulsion verwandelt wird. Es ist 
zweckmäßig, erst den Harn einzudampfen und den Rückstand mit abso- 
lutem Alkohol zu fällen. Zur Isolierung der nach Darreichung von Salizyl- 
säure entstandenen Salizylursäure!) empfiehlt sich ein Gemisch von 
Äther und Benzol, welches sowohl die Salizylsäure als die Salizylursäure 
aufnimmt; beim Erkalten der wässerigen Flüssigkeit, welche ein Gemenge 
beider enthält, kristallisiert die Salizylursäure zuerst: Sp. 171—172°, sie ist 
identisch mit der von S. Bondi?) synthetisch durch Kuppelung des Säure- 
acid mit Glykokoll dargestellten. i 

U. Mosso®:) hat das Bleiverfahren zur Gewinnung der Stoff- 
wechselprodukte der Salizylsäure verwandt: Wird der Harn mit Blei- 
essig und Ammoniak ausgefällt, so findet sich im Filtrate die ganze Menge 
der im Harn vorkommenden Hippursäure, welche durch Bleiessig und 
Ammoniak weder bei gewöhnlicher Temperatur noch beim Erhitzen gefällt 
wird. Die Bleiniederschläge enthalten die Salizylsäure und die Sali- 
zylursäure, werden mit Schwefelsäure oder Ammoniumkarbonat zerlegt, 
die Lösung von dem Bleisulfat oder Bleikarbonat abfiltriert und der 
Niederschlag so lange ausgewaschen, bis das Filtrat mit Eisenchlorid keine 
Violettfärbung mehr zeigt. Aus der erhaltenen Lösung gewinnt man die 
Salizylsäure und Salizylursäure durch Ausschütteln mit Äther und Essig- 
äther. Der Äther wird in Glasschalen bei gelinder Temperatur verdunstet, 
der Rückstand in Wasser gelöst-und die Lösung auf dem Wasserbad ver- 
dunstet, wobei die mit Wasserdämpfen leicht flüchtige Salizylsäure entfernt 
wird, während Salizylursäure zurückbleibt. 


1) Piccard und Beck, Über Salizylursäure. Ber. d. Deutsch. chem. Gesellsch. Bd.8. 
8.817 (1875). 
®) S. Bondi, Synthese der Salizylursäure. Zeitschr. f. physiol. Chemie. Bd. 52. 
8.170 (1907). 
2) U. Mosso, 1. ce. S. 270. 
Abderhalden, Handbuch der biochemischen Arbeitsmethoden. III. 61 
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Zur quantitativen Bestimmung der Salizylsäure wird der Harn bei 
alkalischer Reaktion!) (Zusatz von einigen Stückchen Natriumhydrat) bis 
zur Sirupkonsistenz eingedampft, der Rückstand vielmals mit absolutem 
Alkohol extrahiert, der Alkohol aus dem Extrakt möglichst vollkommen ent- 
fernt, das Zurückgebliebene in Wasser gelöst, die Lösung mit Schwefelsäure 
angesäuert und mit Essigäther extrahiert. Der aus dem Essigätherextrakt 
gewonnene Rückstand wird nun in wenig Wasser gelöst, die Lösung mit 
verdünnter Salzsäure versetzt und in einem Kölbchen mit Rückflußrohr 
6 Stunden lang auf dem Wasserbad erwärmt. Diese Lösung wurde wieder 
mit Äther extrahiert, der Ätherrückstand in ammoniakhaltigem Wasser 
gelöst und unter Zusatz von Ammoniak mit Bleiessig gefällt. Der Blei- 
niederschlag wurde auf dem Filter ausgewaschen, durch mehrstündiges 
Erwärmen mit einer Sodalösung zerlegt, vom Bleikarbonat wurde filtriert, 
ausgewaschen, bis das Waschwasser keine Salizylsäurereaktion mehr gab, 
das Filtrat eingeengt, mit Schwefelsäure angesäuert und noch einer dritten 
Extraktion mit Äther unterworfen. Dieser Extrakt lieferte die reine Salizyl- 
säure, welche bei 50—55° getrocknet wurde. 

Der nach Darreichung von Piperonal?) vom Kaninchen gelassene 
Harn wurde zur Sirupdicke eingedampft, mit Alkohol extrahiert und der 
filtrierte alkoholische Auszug nach dem Abdestillieren des Alkohols mit 
Salzsäure angesäuert. Es trat sofort eine starke Trübung auf und nach 
einieem Stehen hatte sich eine reichliche Menge von warzenförmigen Kri- 
stallen abgeschieden, die durch Auflösen in Ammoniak, Behandeln der 
Lösung mit Tierkohle und nachherigem Ausfällen mit Säure gereinigt 
wurden: Piperonylsäure, Sp. 227°. Nach Safrol, das zum größten Teil 
in Dampfform unverändert durch die Lungen ausgeschieden wird, waren 
nur kleine Mengen Piperonylsäure im Harn zu finden: Oxydation der 
Allylseitenkette CH,.CH=CH, zu Carboxyl. 

Bei Verarbeitung des Menschenharns fand sich neben der Piperonyl- 
säure eine in Äther unlösliche, die aus Wasser umkristallisiert wurde: 
Piperonylursäure, Sp. 178°. 

Die nach Darreichung von «-Picolin:) erhaltenen Harne wurden zur 
Trockene eingedampft und mit kochendem Alkohol dreimal extrahiert, die 
vereinigten Auszüge nach dem Klären filtriert und abgedampft, der Rück- 
stand in wenig Wasser gelöst, zunächst mit verdünnter Essigsäure ange- 
säuert und viermal mit erneuten größeren Portionen Äther extrahiert. Nach 
dem Abdestillieren blieb ein dunkelgefärbter Rückstand, der nach völligem 
Verdunsten des Äthers zunächst nicht kristallinisch wurde, sondern erst 
nach Wochen. Die essigsaure Lösung wurde mit Schwefelsäure versetzt 


') St. Bondzynski, Über das Verhalten einiger Salizylsäureester im Organismus. 
Arch. f. experim. Path. u. Pharm. Bd. 38. S. 88 (1897). 

?) A. Heffter, Zur Pharmakologie der Safroleruppe. Arch.f.experim. Path. u. Pharm. 
Bd. 35. S. 342 (1895). 

3) R. Cohn, Über das Verhalten einiger Pyridin- und Naphtalinderivate im. tieri- 
schen Stoffwechsel. Zeitschr. f. physiol. Chemie. Bd. 18. S. 112 (1894). 
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und noch viermal mit Äther ausgeschüttelt. Beim Einengen scheidet sich 
eine Substanz aus, welche aus kochendem Wasser umkristallisiert wird: 
#-Pyridinursäure (Glvkokollverbindung der z-Pvridinkarbonsäure), 
Sp. 164— 165°. 

Mittelst heißgesättigten Barytwassers erfolgte in der Hitze eine Spal- 
tung in Glvkokoll und x-Pyridinkarbonsäure. Das Gemenge der Spaltungs- 
produkte wurde dreimal mit absolutem Alkohol verrieben, wobei Glykokoll 
ungelöst blieb, dagegen die z-Pyridinkarbonsäure ging in Lösung über und 
konnte durch das Barytsalz identifiziert werden. 

Der nach Darreichung von &-Naphtoesäure!) von Kaninchen 
gelassene Harn wurde eingedampft, mit Alkohol ausgezogen, der Ver- 
dampfungsrückstand in Wasser gelöst. Beim Ansäuern schied sich ein 
dieker Kristallbrei aus, von dem beim Ausschütteln mit Äther ein Teil 
sehr leicht, ein Teil etwas schwerer überzugehen scheint. Die ätherischen 
Auszüge wurden zunächst auf 100 em3 abdestilliert; es schieden sich Kri- 
stalle ab, die nach gründlichem Auswaschen mit Äther lufttrocken wurden. 
Der abgegossene Äther wird ganz verdunsten gelassen und hinterläßt als 
Rückstand unveränderte £-Naphtoesäure. 

Die zuerst aus dem Äther erhaltenen Mengen lösen sich schwer in 
kochendem Wasser und scheiden sich daraus fast vollständig in über zoll- 
langen seideglänzenden Nadeln ab, die bei 160—170° schmelzen und Stick- 
stoff enthalten. Bei der Spaltung mit Barytlösung wurden %-Naphtoe- 
säure und Glykokoll erhalten. 

Beim Hunde verlief dieses Verfahren ergebnislos; hier führte es 
aber im Falle der «-Naphtoesäure zu einem positiven Ergebnis, so daß 
sich also z- und %-Naphtoesäure bei Kaninchen und Hunden umge- 
kehrt verhalten. 

Die Aufsuchung der Uramidobenzoesäure?) geschah auf folgen- 
dem Wege: Der Harn der Tiere, welche reine Meta-amido-benzoe- 
säure erhalten hatten, wurde im Wasserbade verdampft, mit Alkohol aus- 
gezogen, der alkoholische Auszug eingedampft, in Wasser gelöst, mit 
Salzsäure oder Schwefelsäure stark angesäuert und wiederholt mit großen 
Mengen Äther ausgeschüttelt. Aus dem beim Abdestillieren des AÄthers 
bleibenden dünnsirupösen Rückstand schieden sich nach 1—2 Tagen bräun- 
lich gefärbte krümelige Massen ab, die durch Absaugen und Abpressen 
von der anhängenden Mutterlauge befreit wurden. Mitunter wurde auch 
die beim Abdestillieren des Äthers bleibende rückständige Flüssigkeit in 
Wasser gegossen, erwärmt und heiß filtriert: Ausscheidung von bräunlichen 
Körnchen. Man kann auch den eingedampften alkoholischen Auszug des 
Harns mit Essigsäure ansäuern und mit Äther schütteln. Das beim Ver- 
dunsten des Äthers bleibende Gemisch von Uramidobenzoesäure und 


NR. Cohn, ]. ce. 
?) E. Salkowski, Weitere Beiträge zur Kenntnis der Harustoffbildung; das Ver- 
halten der Amidobenzoesäure im Tierkörper. Zeitschr. f. physiol. Chemie. Bd.7. 8.93 


(1882). 
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Amidobenzoesäure resp. Amidohippursäure ist durch Behandlung mit HCI- 
haltigem Wasser, in dem sich die Amidobenzoesäure und Amidohippur- 
säure gut lösen, leicht zu trennen; in jedem Falle wurde die Rohsäure 
durch Waschen mit salzsäurehaltigem Wasser und wiederholtes Umkri- 
stallisieren mit Tierkohle gereinigt. Öfters wurde auch die Rohsäure mit 
Kalkmilch erwärmt, der Überschuß von Kalk durch Einleiten von Kohlen- 
säure entfernt, das Filtrat mit Salzsäure angesäuert und mit Äther ge- 
schüttelt. Durch Behandeln mit Silberoxyd läßt sich daraus die Amido- 
hippursäure gewinnen, Sp. 192°. 

Der nach Darreichung von halogensubstituierten Toluolen!) 
gelassene Harn wurde zunächst mit Ammoniak alkalisch gemacht und im 
Glaskolben etwa 5 Minuten gekocht, wodurch er leichter durch Äther ex- 
trahierbar wird; nach dem Erkalten wird mit Phosphorsäure sauer ge- 
macht und dann mit Äther ausgeschüttelt. Durch dieses Verfahren wurden 
nach Darreichung von bromsubstituierten Toluolen beim Kaninchen 
und Hund mit Glykokoll gepaarte Karbonsäuren erhalten, im Falle 
der chlorsubstituierten Toluole nur beim Hunde, während das Ka- 
ninchen die ungepaarten entsprechenden Benzoesäuren ausschied. 
Äthert man nach Zusatz von Salz- oder Schwefelsäure den Harn aus, so 
geht etwas Säure in den Äther und kann eine Spaitung der gepaarten 
Verbindung beim Abdampfen des Äthers bewirken. 

Nach Darreichung von p-Nitrotoluol?) ließ sich im Harn des 
Hundes p-Nitrobenzoesäure nachweisen. Der alkoholische Auszug des 
Harns mit verdünnter Schwefelsäure angesäuert und mit Äther geschüttelt, 
gab an letzteren reichliche Mengen einer braunen kristallinischen Masse 
ab, welche nach mehrmaligem Umkristallisieren aus Alkohol unter Zusatz 
von Tierkohle schließlich schwach gelblich gefärbte Blättchen lieferte. Die 
Kristalle sind wasserfrei, stickstoffhaltig, in kaltem Wasser sehr schwer, 
in heißem leichter löslich. Wenn man den mit Äther von der Nitrobenzoe- 
säure befreiten Harnextrakt mit einem Gemisch von Alkohol und Äther 
schüttelt, so geht in den Auszug eine cholesterinähnliche Substanz über, 
die aus sehr dünnen mikroskopischen Tafeln und Blättchen besteht. Trotz 
oft wiederholter Extraktion mit Alkoholäther ist aber die Ausbeute nur 
eine geringe. Dagegen fand sich gewöhnlich eine reichliche Quantität der- 
selben Substanz als kristallinischer Bodensatz in dem sirupösen Harn- 
rückstand ausgeschieden und konnte mittelst der Bunsenschen Pumpe von 
der sauren Mutterlauge getrennt werden. Die Kristalle wurden, da sie in 
Wasser und Alkohol sehr leicht löslich sind, nur ganz wenig ausgewaschen, 
auf Tonplatten getrocknet und mit Alkohol ausgekocht, wobei ein aus an- 
organischen Salzen bestehender Rückstand ungelöst blieb. Die filtrierte 
alkoholische Lösung erstarrte beim Erkalten zu einem Brei gelitzernder 


') H. Hildebrandt, Über das Verhalten halogensubstituierter Toluole und den 
Amidobenzoesäuren im Organismus. Beitr. z. chem. Physiol. Bd. 3. 8. 365 (1902).. 

®) M.Jaffe, Über das Verhalten des Nitrotoluols im tierischen Organismus. Ber. 
d. Deutsch. chem. Gesellsch. Bd.7. S. 1673 (1874). 
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Blättchen, die durch 2—-3maliges Umkristallisieren aus Weingeist unter 
Zusatz von Tierkohle fast farblos wurden und nach dem Trocknen Perl- 
mutterglanz zeigten. Die Kristalle waren. wie ihr Schmelzpunkt und die 
Analyse ergab, identisch mit den aus dem Alkoholätherextrakt gewonnenen, 
Kocht man die Substanz mit mäßig konzentrierter Salzsäure am aufstei- 
genden Kühler, so beginnt die Lösung nach kurzer Zeit sich zu trüben: 
es scheiden sich Kristalle aus, deren Menge bei weiterem Kochen zunimmt. 
nach ca. 1 Stunde ist die Umwandlung beendet; sie bestehen aus p-Nitro- 
benzoesäure. Die von der ausgeschiedenen Säure abfiltrierte saure Flüssig- 
keit wurde auf dem Wasserbade zur Trockene verdampft, mit Alkohol ex- 
trahiert, der alkoholische Auszug abgedampft, in Wasser gelöst und mit 
Silberoxyd erwärmt. Das Filtrat vom Chlorsilber gab mit Alkohol gefällt 
einen weißen, kristallinischen, aus mikroskopischen Blättchen und Täfelchen 
bestehenden Niederschlag, der durch Auflösen im Wasser und abermalige 
Fällung mit Alkohol gereinigt und analysiert wurde. Der Silbergehalt 
stimmt mit dem des Glykokollsilbers überein (59'3°/, Ag). 

Ein Teil der Silberverbindung wurde mit SH, entsilbert; aus dem 
Filtrat schieden sich beim Eindampfen harte prismatische Kristalle aus, 
welche süß schmeckten und mit Kupferoxyd eine mit Wasser lösliche und 
mit Alkohol in blauen Nadeln fällbare Verbindung lieferten: Glykokoll; 
gegenüber der oben beschriebenen perlmutterglänzenden Substanz unter- 
schied sich die aus Nitrobenzoesäure und Glykokoll bestehende Nitro- 
hippursäure durch den Atomkomplex des Harnstoffes, und in der Tat 
stellte es sich heraus, daß Harnstoff als solcher in der Verbindung ent- 
halten ist. Nach Ausfällung des Glykokollsilbers konnte aus dem alkoho- 
lischen Filtrat durch Behandlung mit H,S, Eindampfen und Extrahieren 
mit Aikohol Harnstoff dargestellt und nach Überführung in die salpeter- 
saure Verbindung analysiert werden. Daß eine salzartige Verbindung der 
Nitrohippursäure mit Harnstoff vorliegt, wurde direkt nachgewiesen: die 
Verbindung wurde in Wasser gelöst, mit kohlensaurem Baryt bis zur Neu- 
tralisation versetzt, eingedampft und mit Alkohol extrahiert. Der Alkohol- 
auszug hinterließ beim Verdunsten Kristalle, welche in ihrem Habitus, 
ihrem Verhalten beim Erhitzen, ganz mit Harnstoff übereinstimmten und 
mit Salpetersäure eine in den charakteristischen Formen des salpeter- 
sauren Harnstoffes kristallisierende, schwer lösliche Verbindung gaben. 
Daß in der Tat nitrohippursaurer Harnstoff vorlag, wurde durch 
Synthese festgestellt. Vermischt man mäßig konzentrierte Lösungen von 
reiner p-Nitrohippursäure und von Harnstoff in nahezu äquivalenten Mengen, 
so erstarrt das Gemisch fast augenblicklich zu einem Brei glänzender 
Blättchen, welche denselben Schmelzpunkt zeigen wie die aus dem Harn 
isolierte Verbindung. 

Die Verbindung mit Harnstoff wäre übersehen worden, wenn die 
Untersuchung sich nur auf den Ätherextrakt des Harns beschränkt hätte. 

Die p-Nitrohippursäure wurde aus der Harnstoffverbindung dargestellt, 
indem dieselbe, in das Barvtsalz übergeführt, das letztere mit Schwefel- 
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säure zersetzt und mit Äther extrahiert wurde. Beim Umkristallisieren aus 
heißem Wasser scheidet sich die Säure zuerst in öligen Tropfen aus, 
welche allmählich zu großen, orangerot gefärbten Prismen erstarren. 

Nach der Darreichung von Ortho-nitro-Toluol!) wurde der Harn 
der Tiere stets ganz frisch auf dem Wasserbade eingedampft und mit 
Alkohol extrahiert, der alkoholische Auszug verdunstet, mit verdünnter 
Schwefelsäure angesäuert und wiederholt mit Äther geschüttelt. Aus der 
stark konzentrierten Ätherlösung kristallisierte die Ortho-nitro-benzoe- 
säure alsbald in schönen, farblosen, sternförmig gruppierten Nadeln, 
welche durch Umkristallisieren aus heißem Wasser rein erhalten wurden 
und den charakteristischen süßlichen Geschmack zeigten; es wurde keine 
Nitrohippursäure gefunden. 

Der nach Darreichung von Phenylpropionsäure:) vom Hunde ge- 
lassene Harn wurde auf Hippursäure verarbeitet. 

Der Harn wurde bis zum zweiten Vormittag gesammelt mit der Vor- 
sicht, daß) in die untergestellte Flasche etwas Alkohol und Salzsäure ge- 
gossen wurden, um eine schnelle Zersetzung der Hippursäure zu verhin- 
dern. Dann wurde dreimal mit einer großen Menge Äther durchgeschüttelt. 
Jede durch den Scheidetrichter abgetrennte Portion einer ätherischen 
Lösung wird mit einer Menge von 20 cm? Wasser durchgeschüttelt und 
längere Zeit absetzen gelassen; das Wasser nimmt einen großen Teil des 
Harnstoffes und der anorganischen Salze heraus, die immer in eine alko- 
holisch-ätherische Lösung mit eingehen. Der nach Abdestillieren des Äthers 
bleibende Rückstand wurde mit Wasser und reinem Caleiumkarbonat ge- 
kocht. das Filtrat mit Tierkohle behandelt und die von neuem filtrierte 
Lösung eingedampft. Der geringe hier bleibende Rückstand wurde in 
(25 cm?) Wasser gelöst, mit Salzsäure angesäuert und dreimal mit dem 
gleichen Volumen Essigäther ausgeschüttelt. Der Rückstand wurde aus 
Wasser umkristallisiert: Hippursäure, Sp. 186°. 

Dagegen geht Amidophenylessigsäure im Organismus zum größten 
Teil durch Austausch der Amidogruppe gegen die Hydroxylgruppe in 
Mandelsäure über, nach deren Fütterung überhaupt keine Hippursäure 
auftritt. Zur Darstellung der Mandelsäure wurde der durch Ätherextraktion 
gewonnene Rückstand mit Bariumkarbonat und Tierkohle gekocht: Barium- 
salz, freie Säure, Sp. 117°. 

Zur Gewinnung der Stoffwechselprodukte der nicht hydroxylierten 
aromatischen Säuren) wurde der Harn eingedampft und nach dem 
Ansäuern mit Schwefelsäure mit alkoholhaltigem Äther ausgezogen; im 
Falle der Phenylpropionsäure fand sich ausschließlich Hippursäure 


1) M. Jaffe, Zur Kenntnis der synthetischen Vorgänge im Tierkörper. Zeitschr. f. 
physiol. Chem. Bd. 2. S. 47 (1878). 

®) ©. Schotten, Über die Quelle der Hippursäure im Harn. Zeitschr. f. physiol. 
Chemie. Bd. 8. S.60 (1883). 

3) E. und H. Salkowski, Über das Verhalten der Phenylessigsäure und Phenyl- 
propionsäure im Organismus. Ber. d. Deutschen chem. Gesellsch. Bd. 12. S. 653 (1879). 
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(Sp. 186°), nach Darreichung von Phenylessigsäure hauptsächlich Phen- 
acetursäure; zu deren Darstellung wurden die Ätherrückstände mit 
Kalkmilch und Wasser erwärmt, der überschüssige Kalk durch Kohlen- 
säure entfernt, das Filtrat mit Kohle behandelt und zur Kristallisation 
eingedampft. Aus dem Kalksalz wurde die Säure durch Salzsäure abge- 
schieden und durch mehrmaliges Umkristallisieren aus heißem Wasser 
gereinigt. 

Nach Darreichung von Hydroparacumarsäure, Paraoxyphenyl- 
essigsäure, Paraoxybenzoesäure!) wurde der Harn in gleicher Weise 
verarbeitet. 12 Harn wurde nach Zusatz von 5 cm? konzentrierter Salz- 
säure aufgekocht. Nach dem Erkalten wurde 5mal mit alkoholhaltigem 
Äther extrahiert, der nach dem Verdunsten des Äthers gebliebene Rück- 
stand in Wasser gelöst, die Lösung unter Zusatz von Tierkohle gekocht, 
nach dem Filtrieren eingedampft, wieder in Wasser gelöst und mit neu- 
tralem Bleiacetat gefällt. Die von dem Bleiniederschlage abfiltrierte Lösung 
wurde durch SH, vom überschüssigen Blei befreit und wieder zur Trockene 
eingedampft. Der nun bleibende Rückstand wurde, um stickstofffreie und 
stickstoffhaltige Säure zu trennen, mehrmals mit alkoholfreiem Äther extra- 
hiert, die nach dem Verdunsten des Äthers bleibende Säure wurde mit 
Wasser aufgenommen und durch Filtrieren von einer geringen Menge Harz 
befreit. Die einmal aus Wasser umkristallisierte Säure erwies sich als un- 
verändertes Ausgangsmaterial. Aus den Mutterlaugen lassen sich durch 
Fällen mit basischem Bleiacetat keine entsprechenden Produkte gewinnen. 

Aus dem in absolutem Äther unlöslichen Anteil ließ sich im ersteren 
Falle eine in Wasser schwierig lösliche, stickstoffhaltige Säure ge- 
winnen, welche die Glykokollverbindung der zu Paraoxybenzoesäure 
oxydierten Verbindung darstellt; in dieser Weise wurde auch die nach 
Darreichung der Paraoxybenzoesäure auftretende Paraoxybenzursäure 
isoliert. 

Zu bemerken ist, dal beim Abdestillieren der nach Ansäuern mit 
Schwefelsäure erhaltenen alkoholisch-ätherischen. Lösung eine Spaltung ein- 
treten könnte, so daß lediglich die freien Säuren gefunden wurden, wäh- 
rend nach Zufuhr großer Mengen ein Teil in gepaarter Form unzersetzt 
erhalten wurde. 

Die Paraoxyphenylessigsäure wurde unverändert wiederge- 
funden. 

Als Stoffwechselprodukt der Paraoxyphenylessigsäure wurde beim 
Hunde Oxyphenacetursäure?) nachgewiesen: Der Harn wurde erst mit 
gewöhnlichem Äther erschöpft und dann mit Essigäther extrahiert; aus 
dem Anteil der Essigätherextraktion bildeten sich Kristalle, die sich nach 


') C. Schotten, Über das Verhalten des Tyrosins und der aromatischen Oxysäuren 
im Organismus. Zeitschr. f.physiol. Chemie. Bd.7. S.23 (1882). 

:) E. und H. Salkowski, Über das Verhalten der aus dem Eiweiß durch Fäulnis 
entstehenden aromatischen Säuren im Tierkörper. Zeitschr. f. physiol. Chemie. Bd. 7. 
8.161 (1882). 
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Reinigung und Umkristallisieren aus Wasser als Oxyphenacetursäure, 
Sp. 153°, erwiesen. 

Nach Darreichung von Mesitylen, C, H, — (CH,), !), wurde ein Harn 
entleert, welcher das Paarungsprodukt der Mesitylensäure, C,H, (COOH),, 
mit Glykokoll enthielt, da-beim Destillieren mit Mineralsäure Mesitylen- 
säure überging. 

Der nach Darreichung von Äthylbenzol?) vom Hunde gelassene 
Harn wurde auf dem Wasserbade verdunstet, der sirupöse Rückstand in 
der Kälte mit verdünnter Schwefelsäure angesäuert und mit Äther extra- 
hiert; als Rückstand des Äthers hinterblieb Hippursäure: Oxydation des 
Äthyl zu Karboxyl. 

Nach Darreichung der aromatischen Fettsäuren) wurde der in 
den nächsten 48 Stunden gelassene Harn mit Soda schwach alkalisch ge- 
macht, auf 100—200 em? eingedampft und nach Ansäuerung mit Phosphor- 
säure im Schacherlapparat 20—30 Stunden mit Äther extrahiert; das Ex- 
trakt wurde zwecks Entfernung flüchtiger, die Kristallisation hemmender 
Substanzen in strömendem Wasserdampf destilliert, mit Tierkohle entfärbt, 
diese nochmals ausgekocht; die vereinigten Filtrate wurden eingedampft 
und zur Kristallisation hingestellt. 

Fr. Knoop fand im normalen Harn eine verschwindend geringe 
Menge von Hippursäure. 

Nach Eingabe von Phenylpropionsäure: Hippursäure und keine 
Phenacetursäure. 

Nach Mandelsäure (inaktive): Unveränderte Mandelsäure. 

Nach Phenylessigsäure: Phenacetursäure, keine Hippursäure- 
vermehrung. 

Nach Äthylbenzol: Hippursäure, keine Phenacetursäure. 

@. Bunge und O. Schmiedeberg +) empfehlen die hippursäurehaltige 
saure Lösung mehrmals mit Essigäther auszuschütteln, welcher sehr voll- 
ständig sämtliche Hippursäure aufnimmt, leichter als der bei den bis- 
herigen Methoden zum Ausschütten der Hippursäure angewandte gewöhn- 
liche Äther. Beim Ausschütteln mit Essigäther wird außer der Hippursäure 
auch Benzoesäure nebst der etwa noch vorhandenen geringen Fettmenge 
aufgenommen. Der abgegossene Essigäther wird mit Wasser gewaschen 
und in einer Glasschale bei mäßiger Temperatur der Verdunstung über- 
lassen; der so erhaltene Rückstand besteht hauptsächlich aus Hippursäure, 
Benzoesäure und Fett. Das Fett und die Benzoesäure werden vollstän- 


?) L.v. Nenezki, Über das Verhalten einiger aromatischer Verbindungen im Tier- 
körper. Arch. f. experim. Path. u. Pharm. Bd. 1. S.420 (1873). 

?) M. Nencezki und P. Giacosa, Über die Oxydation der aromatischen Kohlenwasser- 
stoffe. Zeitschr. f. physiol. Chemie. Bd. 4. S. 325 (1880). 

>) Fr. Knoop, Der Abbau aromatischer Fettsäuren im Tierkörper. Beitr. z. chem. 
Physiol. Bd. 6. S. 150 (1904). y 

*) @. Bunge und O.Schmiedeberg, Über die Bildung der Hippursäure. Arch. f. 
experim. Path. u. Pharm. Bd.6. S. 233 (1877). 
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die entfernt durch „Petroleumäther*, welcher diese Stoffe leicht auf- 
nimmt, die Hippursäure aber völlig ungelöst läßt. Dieser Rückstand wird 
in warmem Wasser gelöst, mit ein wenig Tierkohle behandelt und filtriert. 
Das Filtrat wird in einer kleinen Glasschale bei mäßiger Temperatur 
(höchstens 50-—60°) eingeengt, bis beim Erkalten die Hippursäure heraus- 
zukristallisieren anfängt. Die Trennung von der. Milchsäure geschieht ver- 
mittelst des Zinksalzes, welches im Falle der Milchsäure im Alkohol fast 
ganz unlöslich ist. 

J. Levinsky‘) bediente sich der gleichen Methode. verwandte aber zum 
Ansäuern des Alkoholextraktes Phosphorsäure an Stelle der Salzsäure. 
Er empfiehlt, die letzte Portion des zum Ausschütteln verwandten Essig- 
äthers getrennt zu verdampfen, um sich zu überzeugen, dal der letzte 
Rest Hippursäure aufgenommen ist. Das Abdunsten mul) in genügend 
großen Glasschalen geschehen, damit nichts von der Substanz über den Rand 
steigt. Der Rückstand ist aus kleinsten Flüssigkeitsmengen umzukristalli- 
sieren: schließlich läßt man die gereinigte Substanz auf dem Boden eines 
engen Becherglases auskristallisieren und wartet das Ausfallen von Kri- 
stallen in der eingeengten Mutterlauge ab. Y. Seo?) bestimmt: 

1. Die präformierte Benzoesäure durch Ausschütteln des einge- 
engten Harnextraktes mit Petroläther nach Ansäuern mit Phosphorsäure. 

2. Durch Destillation des Harns mit Schwefelsäure die Gesamt- 
benzoesäure und berechnet aus beiden die Menge der gepaarten 
Benzoesäure. Die Destillation mit Schwefelsäure wird etwa 10mal wieder- 
holt, indem immer wieder die durch die Destillation entfernte Wassermenge 
ergänzt wird. Das gesamte Destillat wird durch Natriumkarbonat schwach 
alkalisch gemacht und auf dem Wasserbade bis auf wenige Kubikzentimeter 
eingeengt, mit Phosphorsäure versetzt und mit Petroläther ausgeschüttelt. Das 
Auswaschen des Petroläthers wird stets mit derselben Wassermenge ausgeführt. 

Hippursäure kann schon beim 48stündigen Stehen des Harns zur 
Hälfte gespalten werden. 

J. Wohlgemuth und ©. Neuberg®) bemängelten das Extrahieren des 
Harns bei mineralsaurer Reaktion und behaupten. daß eine Spaltung der 
Hippursäure dadurch bedingt werde. was von anderer Seite *) bestritten wird. 

Zur Bestimmung der im Harn entleerten Hippursäure und Benzoe- 
säure5) wird der Harn sofort nach seiner Gewinnung in einer offenen 


') J. Lerinsky, Über die Grenzen der Hippursäurebildung beim Menschen. Arch. 
f. experim. Pharm. Bd. 58. S. 397 (1908). 

®) Y. Seo, Über die Hippursäurespaltung durch Bakterien und ihre Bedeutung 
für den Nachweis von Benzoesäure und Glykokoll im Harn. Arch. f. exp. Pharm. Bd. 58. 
8.448 (1908). 

») J. Wohlgemuth und €. Neuberg, Zur Frage des Vorkommens von Aminosäuren 
im normalen Harn. Med. Klinik. S. 27 (1906). 

*) @. Embden und A. Marx, Über das Glykokoll des normalen Harns. Beitr. z. 
chem. Physiol. Bd. 11. S. 308 (1908). 

5) R. Cohn, Zur Frage der Glykokollbildung im tierischen Organismus. Arch. f. 
exp. Pharm. Bd. 53. S. 435 (1905). 
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Schale zur Trockene verdampft und dreimal mit größeren Mengen kochenden 
Alkohols auf dem Wasserbade extrahiert. Der Rückstand des Alkoholextraktes 
wurde auf dem Wasserbade in so wenig Wasser als möglich gelöst, in 
einen Schütteltrichter gegossen, abgekühlt und mit konzentrierter Salzsäure 
stark angesäuert, hierauf mit großen Portionen Äther viermal ausge- 
schüttelt. In den Äther geht die gesamte freie Benzoesäure und ein Teil 
der Hippursäure über, während meistens ein Teil der ausgeschiedenen 
Hippursäure in dem Äther über der salzsauren wässerigen Schicht resp. 
in dieser suspendiert bleibt und zum Teil mit dem Äther abzegossen wird. 
Hierauf wird der Äther nach dem Absetzen der mitgerissenen Hippursäure 
abfiltriert, der letzte Rest noch mit frischem Äther mehrmals nachge- 
schüttelt und vollständig abdestilliert, der trockene Rückstand mindestens 
viermal mit großen Mengen Petroläther im Rückflußkühler ausgekocht. Der 
Petroläther enthält nun die sämtliche freie Benzoesäure, die durch Ab- 
destillieren im Kölbchen und Verdunsten des letzten Petroläthers bis zur 
Trockene in einem gewogenen, hohen Bechergläschen auf dem Wasserbade 
gewonnen wird und sofort gewogen werden kann. Hierauf werden sämt- 
liche Hippursäure enthaltenden Portionen in einem Rundkolben vereinigt, 
indem man die in dem mit Petroläther ausgekochten Kolben enthaltenen 
Anteile in wenig kochender konzentrierter Salzsäure löst resp. damit aus 
dem Kolben ausspült, der Ätherrest wird aus der salzsauren Lösung durch 
Erwärmen verjagt und mit der mindestens dreifachen Menge konzentrierter 
Salzsäure wird 5 Stunden am Rückflußkühler auf dem Sandbade gekocht, 
was zur Spaltung der gesamten Hippursäure genügt. Nach dem Abkühlen 
wird die Lösung, in der sich gewöhnlich schon ein Teil der Benzoesäure 
ausgeschieden hat, viermal mit Äther geschüttelt. Der Äther enthält die 
gesamte gebundene Benzoesäure, die durch Abdestillieren, Verdunsten des 
letzten Restes und Trocknen im Exsikkator gewonnen wird. 


M. Jaffe‘) gelang es nachzuweisen, daß im Organismus der Vögel 
als Hauptumwandlungsprodukt eine stickstoffhaltige, von der Hippursäure 
durchaus verschiedene Säure auftritt, welche aber ebenso wie diese als 
eine gepaarte Benzoesäure betrachtet werden muß: Ornithursäure. Ihre 
Darstellung geschieht in folgender Weise: Die frischen Exkremente der 
mit Benzoesäure gefütterten Hühner werden mit Weingeist ausgekocht, das 
Filtrat abgedampft, nochmals mit heißem absoluten Alkohol aufgenommen 
und wieder verdunstet. Der gewöhnlich stark sauer reagierende Rückstand 
wird nunmehr mit etwas Wasser versetzt und im Kolben mehrmals mit 
großen Portionen Äther geschüttelt. Hierdurch werden Fette, Fettsäuren, 
die überschüssige freie Benzoesäure, welche in den Extrakten niemals fehlt, 
aber auch ein Teil der Ornithursäure in Lösung gebracht, da letztere, so 
lange sie unrein, in Äther nicht ganz unlöslich ist. Nach dem Abgießen 
des Äthers wird der Rückstand mit verdünnter Schwefelsäure versetzt und 


') M. Jaffe, Über das Verhalten der Benzoesäure im Organismus der Vögel. Ber. d. 
Deutsch. chem. Ges. Bd. 10. S. 1925 (1877). 
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abermals mit grolien Mengen Äther geschüttelt, welche neue Portionen des 
Umwandlungsproduktes aufnehmen. Die ätherischen Lösungen werden nun- 
mehr etwas eingeengt und in verschlossenen Gefäßen bei kühler Temperatur 
einige Tage stehen gelassen. Allmählich scheidet sich dann der größte Teil 
der gelösten Ornithursäure in farblosen oder schwach gefärbten blättrig- 
kristallinischen Massen aus, welche durch Waschen mit etwas Äther ge- 
reinigt werden. Der bei weitem größte Teil scheidet sich in dem mit Äther 
erschöpften Extrakte der Exkremente als schwarzbraune schmierige Masse 
ab, welche gewöhnlich nach einigen Tagen in den kristallinischen Zustand 
übergeht. Diese Masse wird dann abfiltriert, mit Wasser gewaschen, als- 
dann in heißem Wasser und Ammoniak gelöst und die Lösung einige Zeit 
mit Kalkmilch gekocht; das Filtrat wird mit Kalium hypermanganicum 
entfärbt. Wenn man dann mit Salzsäure übersättigt, so scheidet sich die 
Ormithursäure in Form einer milchigen Trübung aus, welche sich alsbald 
zu einer zähen, elastischen, harzähnlichen Masse verdichtet, die im Laufe 
von 24 Stunden zu einem kristallinischen Pulver zerfällt. Schließlich wird 
mehrmals aus heilem Alkohol umkristallisiert, bis der Sp. 182° konstant 
wird. Zusammensetzung: C,H. N; O,. 

Wenn man am aufsteigenden Kühler einige Stunden mit starker 
Salzsäure kocht, so tritt Lösung ein und beim Erkalten scheidet sich reine 
Benzoesäure (Sp. 120°) aus, und zwar in einer zwei Molekülen entsprechen- 
den Menge. In der salzsauren Lösung ist eine neue organische Base ent- 
halten, welche mit Salzsäure zwei Reihen von Salzen bildet (mit 1'/, und 
1 Molekül Säure): Diamidovaleriansäure ((C, H,[NH;3 |, O,). 


Gepaarte Glykuronsäuren. 


Bei seinen Untersuchungen über die Stoffwechselprodukte des Ortho- 
nitro-toluols beobachte M. Jaffe'), daß sein Hauptumwandlungsprodukt 
nicht in den Ätherextrakt überging; es schied sich vielmehr in dem siru- 
pösen, mit Äther erschöpften sauren Harnrückstande allmählich in Form 
eines aus Nadeln bestehenden Kristallbreies aus, und zwar um so schneller 
und vollständiger, je gründlicher die vorangegangene Behandlung mit Äther 
war und je niedriger die umgebende Temperatur. Die Kristalle wurden 
durch Abfiltrieren auf dem Pumpenfilter sorgfältig von der Mutterlauge 
befreit, erst mit wenig Wasser, dann mit Alkohol gewaschen, auf Tonplatten 
getrocknet und schließlich mehrmals aus heißem Alkohol umkristallisiert. 
Die Lösung der Substanz zeigte stark linkseitige Polarisation und 
reduzierte alkalische Kupferlösung in der Wärme zu Oxydul. 

Wenn man die wässerige Lösung des neuen Produktes mit kohlen- 
saurem Baryt kocht, das Filtrat konzentriert und mit absolutem Alkohol 
fällt, so scheidet sich das Bariumsalz zunächst als gallertartige amorphe 
Masse aus, wird aber beim Aufkochen mit dem Alkohol kristallinisch. Aus 


') Zur Kenntnis der synthetischen Vorgänge im Tierkörper. Zeitschr. f. physiol. 
Chem. Bd. 2. S.49 (1878). 
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dem alkoholischen Filtrate. welches bei der Darstellung des Bariumsalzes 
gewonnen wurde, konnte der Harnstoff durch Abdampfen und Fällen des 
Rückstandes mit Salpetersäure leicht isoliert werden. In dem Produkte aus 
dem Harn liegt eine Verbindung vor von Harnstoff mit der Uronitro- 
toluolsäure C,H,,NO,; man stellt diese aus dem Bariumsalz dar, in- 
dem man die wässerige Lösung des letzteren vorsichtig mit verdünnter 
Schwefelsäure bis zur Ausfällung des Baryts versetzt und das Filtrat auf 
dem Wasserbade eindampft. Der sirupartige Rückstand erstarrt unter 
dem Exsikkator zu einer farblosen, strahlig-kristallinischen Masse, deren 
Lösungen intensiv sauer reagieren und reduzieren. Nach 1—2stündigem 
Kochen mit 4—5°/,iger Schwefelsäure wurde der Kolbeninhalt abgekühlt, 
mit Äther geschüttelt, der abgehobene Äther durch kohlensaures Natron 
entfärbt und abdestilliert: er hinterließ einen kristallinischen Rückstand. 
Diese Masse löst sich schwer in heißem Wasser und erstarrt beim Abkühlen, 
Sp. 74°. Die Analyse und das Verhalten der Substanz stimmt auf Ortho- 
nitrobenzylalkohol: als zweiter Bestandteil in der Säure ist der Atom- 
komplex C,H,,O, anzunehmen. 

Durch Behandeln des Harns mit Bleiessig haben v. Mering und 
Muskulus‘) aus dem Chloralharn eine linksdrehende Substanz ge- 
fällt, die in einem Gemenge von Alkohol und Äther löslich war. Der Harn 
wurde bis zur Sirupkonsistenz auf dem Wasserbade eingedampft und mit 
Alkohol und Äther geschüttelt, die gesuchte Substanz ging nicht in die 
Lösung. Die Autoren vermuteten, daß die Substanz eine an Basen gebundene 
Säure sein könne und fügten, nachdem Zusatz von Essigsäure erfolglos 
gewesen war, eine Mineralsäure (Schwefelsäure, Salzsäure) hinzu und er- 
hielten die linksdrehende Substanz in der ätherisch-alkoholischen 
Lösung. Der Chloralharn wurde auf dem Wasserbade eingedampft, mit 
Schwefelsäure versetzt und mit dem zweifachen Volumen Äther und ein- 
fachen Volumen Alkohol geschüttelt. Der Äther wird abdestilliert, der Rück- 
stand mit Kalilauge neutralisiert, eingedampft, mit 90°/,igem Alkohol auf- 
genommen, filtriert, das Filtrat mit Äther gefällt, der Niederschlag in 
Wasser gelöst, mit Tierkohle entfärbt und auf ein geringes Volumen ein- 
gedampft. Beim Erkalten bildet sich eine kristallinische Masse, welche zum 
größten Teil aus dem Kalisalz der gesuchten Säure besteht. Trocknen über 
Schwefelsäure im Vakuum, mehrmaliges Waschen mit absolutem Alkohol, 
um das Salz von Harnstoff und hippursaurem Kalium zu reinigen. Um die 
freie Säure zu isolieren, wird das Kalisalz in möglichst wenig Wasser ge- 
löst, ein nicht zu großer Überschuß von Salzsäure zugefügt und mit einem 
Gemenge von 2 Volumen Äther und 1 Volumen Alkohol geschüttelt und 
filtriert. Die größte Menge des Chlorkaliums bleibt hierbei auf dem Filter; 
dann wird das Filtrat mit einem großen Überschuß von Äther versetzt 
und 48 Stunden stehen gelassen, worauf sich noch ein ziemlich bedeutender 
Niederschlag bildet. Das Filtrat wird abdestilliert, dem Rückstande feuchtes 


!) v. Mering und Muskulus, Über einen neuen Körper im Chloralharn. Ber. d. 
Deutsch. chem. Ges. Bd. 8. S. 662 (1875). 
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Silberoxyd hinzugefügt, bis die Chlorsilberausscheidung aufhört: der Über- 
schuß von in Lösung gegangenem Silberoxyd wird mit SH, schnell abge- 
schieden und hierauf das Filtrat bis zur Sirupkonsistenz eingedampft. Nach 
12 Stunden kristallisiert die Säure, besonders leicht, wenn sie nach wieder- 
holtem Reinigen mit Äther nicht mehr mit Stickstoff verunreinigt ist. Die 
Substanz rötet blaues Lackmuspapier und zersetzt kohlensaure Salze. Sie 
reduziert beim Kochen alkalische Kupferlösung und besitzt links- 
seitige Circumpolarisation: Urochloralsäure (C,H; Ol, O,). 

Später wandte ». Mering‘) folgendes Verfahren an: der mit Schwefel- 
säure angesäuerte Verdampfungsrückstand des Harns wurde mit 3 Volumen 
Äther und 1 Volumen Alkohol wiederholt ausgeschüttelt, nach dem Ab- 
destillieren wurde der Rückstand mit kohlensaurem Kali oder Kalilauge 
neutralisiert, eingedampft, mit 90°/,igem Alkohol aufgenommen, filtriert 
und das Filtrat mit Äther gefällt. Der getrocknete Niederschlag wurde 
mit absolutem Alkohol ausgekocht und die alkoholische Lösung heiß filtriert; 
beim Erkalten scheidet sich bald das Kaliumsalz der Urochloralsäure 
in farblosen, seidenglänzenden. büschelförmig gruppierten Nadeln aus; als 
Spaltungsprodukt wurde Trichloräthylalkohol nachgewiesen. 

Zur Abscheidung des anderen Spaltungsproduktes wurde Urochloral- 
säure mit 7°/,iger Salzsäure 2 Stunden lang am Rückflußkühler im Sieden 
erhalten; die Flüssigkeit dann mit frischgefälltem kohlensauren Bleioxyd 
neutralisiert, filtriert, das Filtrat eingeengt und mit Alkohol gefällt, nun- 
mehr das Blei entfernt und das Bariumsalz hergestellt: Glykuronsaures 
Barium. 

Der Trichloräthylalkohol ist durch Reduktion aus Chloralhydrat ent- 
standen, ebenso wie der Trichlorbutylalkohol aus Butylchloralhydrat. 

Die nach Darreichung von tertiärem Butylalkohol (Trimethylkarbinol) 
und Amylalkohol:) (Dimethyläthylkarbinol) im Harn auftretende links- 
drehende Substanz war durch Bleiessig nicht fällbar und in Äther sehr 
schwer löslich. Der gesamte Harn wurde stark eingedampft, mit Schwefel- 
säure stark angesäuert, zur Entfernung der Hippursäure wiederholt mit 
großen Mengen Äther geschüttelt und mit einer Mischung von Alkohol und 
Äther mehrmals extrahiert. Nachdem dann die ätherisch-alkoholische Lösung 
zum Teil abdestilliert worden war, wurde mit Barytwasser neutralisiert und 
eingedampft. Nunmehr säuert man nochmals an und schüttelt noch mehr- 
mals mit Äther aus; auf diese Weise gelang es, alle Hippursäure zu ent- 
fernen. Jetzt wurde wiederum mit Barytwasser neutralisiert, filtriert, und 
das Filtrat mit einer Lösung von schwefelsaurem Kali versetzt. so lange, 
als noch Bariumsulfat ausfiel, und wiederum filtriert. Der beim Eindampfen 
sich bildende hellgelbe Sirup wurde mehrmals mit kaltem Alkohol geknetet, 
um den Harnstoff zu entfernen, dann mit Alcohol abs. ausgekocht und 


') vr. Mering, Über das Verhalten des Chloralhydrats und Butylchloralhydrats im 
Organismus. Zeitschr. f. physiol. Chem. Bd. 6. S. 480 (1882). 

2) H. Thierfelder und J. v. Mering, Das Verhalten tertiärer Alkohole im Organis- 
mus. Zeitschr. f. physiol. Chem. Bd.8. S. 511 (1885). 
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filtriert, das Filtrat trübte sich sofort milchig und schied beim Erkalten 
weiße, büschelförmig gruppierte Nadeln aus, die zur Reinigung eventuell 
noch mehrmals aus Alkohol umkristallisiert wurden. Durch Fällen der alko- 
holischen Mutterlauge mit Äther erhält man weitere Mengen der Stoff- 
wechselprodukte: Trimethylkarbinol- resp. dimethyläthylkarbinol- 
glykuronsaures Kali. 

Nach Darreichung von Phenetol!) am Hunde färbte sich der Harn 
bald dunkel und enthielt die Schwefelsäure in gebundener Form. Bei der 
Destillation mit Säuren lieferte er kein Phenol, sondern andere. der aro- 
matischen Reihe angehörige, nicht näher untersuchte Körper. Das Haupt- 
produkt der Umwandlung des Phenols wird in folgender Weise erhalten: 
Der eingedampfte Harn wird mit Schwefelsäure stark angesäuert und mit 
Äther ausgeschüttelt. Nach dem Abdestillieren des Äthers erstarrt unter 
günstigen Bedingungen das Extrakt im Laufe von 8 Tagen zu warzen- 
förmigen Kristallen, die durch mehrmaliges Umkristallisieren aus Alkohol 
in reinem Zustande erhalten wurden. Auf diese Weise wird eine lockere, 
leicht pulverisierbare weiße Masse erhalten, die in Wasser und Alkohol 
leicht, in Äther schwer löslich ist: Eine stickstofffreie Säure, Chinaethon- 
säure, dreht nach links und reduziert nicht Fehlingsche Lösung beim 
Kochen. Zur Gewinnung des Bariumsalzes wurde das alkoholisch-ätherische 
Extrakt des eingedampften und angesäuerten Harns in Wasser gelöst und 
dann mit einem Überschuß von Bariumkarbonat eingedampft, vom über- 
schüssigen kohlensauren Baryt durch Filtration befreit, das eingeengte 
Filtrat mit Alkohol versetzt; es bildet sich ein Niederschlag, der beim 
Sieden der alkoholischen Lösung größtenteils in Lösung geht; die Flüssig- 
keit wird heiß filtriert, beim Erkalten scheidet sich der chinaethonsaure 
Baryt als amorpher, undeutlich kristallinischer Niederschlag ab. 

Aus wässeriger Lösung bilden sich bisweilen sternförmig gruppierte 
Nadeln. Fügt man zu einer wässerigen Lösung der Säure Barytwasser, so 
fällt ein flockiger Niederschlag aus, der sich leicht durch Hindurchleiten 
von Kohlensäure in Lösung bringen läßt. Es scheint hiernach, als ob die 
Säure imstande ist, zwei Reihen von Salzen zu bilden. Aus dem Barytsalz 
läßt sich durch Hinzufügen von Schwefelsäure unter Vermeidung eines 
Überschusses die freie Säure leicht darstellen; durch Eindampfen der Lösung 
mit kohlensaurem Kali wurde ihr Kaliumsalz gewonnen; der Alkoholextrakt 
wird heiß filtriert, beim Erkalten schied sich das Salz in langen, dünnen, 
sternförmig gruppierten reinweißen Nadeln aus. Aus dem Kaliumsalz wurde 
mittelst Silbernitrat das Silbersalz erhalten, das sich in kleinen, weißen 
Nadeln ausschied: C,,H,- O,H8. 

Wird die aus dem Bariumsalz dargestellte Chinäthonsäure mit Salz- 
säure oder Schwefelsäure längere Zeit gekocht, so zerfällt sie in zwei 
Spaltungsprodukte, deren eines durch Ausschütteln mit Äther aus der 


!) A. Kossel, Über das Verhalten von Phenoläthern im Tierkörper. Zeitschr. £. 
physiol. Chem. Bd. 4. S. 296 (1880). 
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Lösung entfernt werden kann, während das andere, die Glykuronsäure, in 
der wässerigen Lösung zurückbleibt: der in Äther lösliche Teil enthält den 
aromatischen Atomkomplex und ist eine Para-Verbindung, da durch De- 
stillation mit Braunstein und Schwefelsäure Chinon in reichlicher Menge 
erhalten wurde; durch Einwirkung von Jodwasserstoffsäure auf die ge- 
paarte Verbindung wurde Hydrochinon erhalten. 

Später wandte V. Lehmann!) die Ausschüttelung des mit Schwefel- 
säure angesäuerten Phenetolharns mit Essigäther an; der abgetrennte 
Essigäther wird mit überschüssigem kohlensauren Baryt versetzt und ab- 
destilliert, der Rückstand mit Wasser zum Sieden erhitzt, heiß, filtriert 
und das Filtrat auf ein kleines Volumen eingedampft. Nach mehrtägigem 
Stehen kristallisieren die Barytdoppelsalze heraus; sie werden aus Wasser 
umkristallisiert und die Lösung mit neutralem schwefelsauren Kali um- 
gesetzt. Die vom schwefelsauren Baryt abfiltrierte Flüssigkeit dampft man 
zur Trockene ein und extrahiert den Rückstand mit siedendem starken 
Alkohol; das chinaethonsaure Kali kristallisiert aus der heißfiltrierten 
alkoholischen Lösung beim Erkalten aus, die Kalisalze der gepaarten 
Schwefelsäuren bleiben in Lösung: sie stammen zum Teil aus dem ge- 
fütterten Phenetol. 

Zur Darstellung der freien Chinaethonsäure wurde das Kalisalz in 
Wasser gelöst, mit Schwefelsäure angesäuert und die Lösung mit Essig- 
äther ausgeschüttelt, der Essigäther unter Zusatz von kohlensaurem Barium 
abdestilliert. Das zurückbleibende Bariumsalz wurde mit Schwefelsäure zer- 
setzt; aus dem Rückstand kristallisiert die freie Säure aus, Sp. 146°. 
Ihr Spaltungsprodukt ist Paraoxyphenetol, Sp. 66°. 

Der Harn von Menschen, welcher nach Thymol?)-Eingabe stärker 
nachdunkelte, wurde mit etwa !/, seines Volumens an konzentrierter Salz- 
säure und darauf mit mindestens ebensoviel einer verdünnten Lösung von 
unterchlorigsaurem Natrium versetzt. Schon bei Zimmertemperatur bilden 
sich in den nächsten 48 Stunden in der Flüssigkeit zahlreiche bis 5 mm 
lange Kristallnadeln. Nach etwa 96 Stunden ist die Kristallisation beendet; 
es wird filtriert und der Filterrückstand zunächst mit Wasser ausge- 
waschen und dann mit Sodalösung übergossen. Das Filtrat wird mehrfach 
mit Äther ausgeschüttelt, der wässerigen Lösung Schwefelsäure zugesetzt, 
wodurch sofort die Säure in feinen, weißen Nadeln ausfällt: Dichlor- 
thymolglykuronsäure, Sp. 125—126°. 

Der nach subkutaner Darreichung von Syringin®) vom Kaninchen 
gelassene Harn wurde dem bBleiverfahren unterworfen und der mit Blei- 
essig erhaltene Niederschlag mit destilliertem Wasser gut ausgewaschen, 


1) Y. Lehmann, Über die Chinaethonsäure. Zeitschr. f. physiol. Chem. Bd. 13. 
$. 181 (1888). 

2) F. Blum, Über Thymolglykuronsäure. Zeitschr. f. physiol. Chem. Bd. 16. S. 514 
(1892). 

5) H. Hildebrandt, Zur Frage der glykosidischen Struktur gepaarter Glykuron- 
säuren. Beitr. z. chem. Physiol. Bd. 7. S. 438 (1905). 
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dann über das Barytsalz auf das Kalisalz der gepaarten Verbindung ver- 
arbeitet; beim Einengen im Vakuum schieden sich reichliche Mengen an- 
organischer Stoffe ab, die durch Absaugen abgeschieden wurden. Das Filtrat 
wurde von neuem verdunstet und da sich auch jetzt nichts Kristallinisches 
ausschied, völlig getrocknet. Die trockene Masse wurde wiederholt mit 
heißem absoluten Alkohol extrahiert und die filtrierten Extrakte durch 
Abdestillieren des Alkohols konzentriert. Beim Abkühlen schied sich eine 
schneeweilje Masse ab, das Kalisalz der Glykosyringasäure (Körner), 
welche durch Zerlegung ihres Bleisalzes mit SH, selbst gewonnen wurde, 
Sp. 208°. Der von dieser Verbindung befreite Rückstand wurde in Wasser 
gelöst und nochmals dem Bleiverfahren unterworfen, wobei über das Baryt- 
salz ein Kalisalz gewonnen wurde, welches deutlich die Pentosenreaktion 
zeigte: Syringaglykuronsaures Kali. Durch Spaltung mit Emulsin 
gab es Syringasäure. 

Durch das analoge Verfahren wurde nach subkutaner Injektion von 
Coniferin erhalten: Vanillinglykuronsaures Kali, dagegen nicht das 
entsprechende Zwischenprodukt der Oxydation: Die Glyko-vanillinsäure 
(Tiemann). 

Die Propenylgruppe des Syrineins und die Allylseitenkette des Coni- 
ferins werden demnach im Organismus zu Carboxyl oxydiert. 

Der mit basischem Bleiacetat aus Kaninchenharn nach Darreichung 
von Vanillin!) erhaltene Niederschlag wurde mit Bariumsulfid zerlegt und 
das vom Schwefelblei befreite Filtrat im Vakuum bei 33—40° eingeengt. 
Aus dieser eingeengten Flüssigkeit wurde die Bariumverbindung des Stoff- 
wechselproduktes durch Zusatz von Alkohol gefällt und durch wiederholte 
Auflösung im Wasser und Umfällung mit Alkohol gereinigt: glykuron- 
vanillinsaures Barium. Beim Kochen mit verdünnter Schwefelsäure 
wurden als Spaltungsprodukte Vanillinsäure und Glykuronsäure er- 
halten. 

Der nach täglichen Dosen von 3—5g #- oder &-Naphtol?) von 
Hunden gelassene Harn wurde mit Bleiessig vollkommen ausgefällt, der 
entstandene Bleiniederschlag mit kaltem Wasser ausgewaschen und auf 
Fließpapier an der Luft getrocknet, sodann mit überschüssiger Salzsäure 
(spez. Gew. 1'112) zu einem Brei angerührt und mit Äther extrahiert. Die 
abgehobene ätherische Schicht hinterläßt nach Abdestillieren des Äthers 
einen sirupösen Rückstand, der im Falle der Fingabe von £-Naphtol durch 
Zusatz von etwas Wasser in wenigen Minuten zu einem Kristallbrei er- 
starrt. Die Abscheidung von «-Naphtolglykuronsäure geht etwas lang- 
samer vor sich, doch kristallisiert auch diese Säure nach etwa 24stündigem 
Stehen ziemlich vollständig aus. Die abfiltrierten und zwischen Fließpapier 
abgepreßten Kristalle der &-Naphtolglykuronsäure werden zunächst 


!) Y. Kotake, Über das Schicksal des Vanillins im Tierkörper. Zeitschr. f. physiol. 
Chem. Bd. 45. S. 320 (1905). 

?) M. Lesnik, Über einige Ester der Salieylsäure und ihr Verhalten im Organismus. 
Arch. f. exp. Pharm. Bd. 24. S. 167 (1888). 
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durch Schütteln mit Chloroform, worin sie nur spurenweise löslich sind, 
von etwas beigemengtem Naphtol befreit. Durch 2—-3maliges Umkristalli- 
sieren aus heißem Wasser unter Zusatz von Tierkohle wird sie dann in 
farblosen, oft mehrere Zentimeter langen Nadeln erhalten, C,,H,,0; + H,0, 
Sp. 150°. Der Mensch liefert die gleiche Säure. 

Die x-Naphtolglykuronsäure kristallisiert ebenfalls in langen, farb- 
losen Nadeln (Sp. 202—203°). In Wasser ist sie leichter löslich als die 
%-Säure. Ihre wässerige Lösung mit konzentrierter Schwefelsäure versetzt 
färbt sich intensiv smaragderün, besonders schön, wenn man zu einer Spur 
der gelösten Säure konzentrierte Schwefelsäure zufließen läßt, wobei an der 
Berührungsfläche der beiden Flüssigkeitsschichten die Färbung erscheint. 
Eine Lösung der %-Verbindung gibt mit Schwefelsäure eine schöne blau- 
grüne Färbung. 

Durch das gleiche Verfahren wurde nach Darreichung von Naphtalin 
beim Hund und Mensch die «-Naphtolglykuronsäure gewonnen. 

Der nach Darreichung von Salicylsäure-5-Naphtoläther vom 
Mensch gelassene Harn wurde auf dem Wasserbad zum Sirup verdunstet, 
mit Alkohol extrahiert, der alkoholische Auszug von neuem eingedampft, 
der erkaltete Rückstand mit Salzsäure angesäuert und mit Äther extrahiert: 
nach Abdestillieren des Ätherextraktes hinterblieb ein saurer Rückstand, 
der sehr bald kristallinisch erstarrte und nach 2maligem Umkristallisieren 
aus heißem Wasser unter Zusatz von Tierkohle weiße Kristalle (Sp. 160°) 
ergab. Der Körper war N-haltig und färbte sich mit Eisenchlorid violett: 
Salieylursäure (mit kücksicht auf den zu niedrigen Schmelzpunkt wohl 
unrein). 

Ein Derivat des Chinolins, welches die OH-Gruppe im Pyridinkern 
trägt, das Carbostyril!), wurde an Kaninchen verfüttert und der Harn 
nach dem Bleiverfahren verarbeitet; das aus dem Bariumsalz gewonnene 
Kalisalz kristallisierte erst auf Zusatz von Alkohol zur heißen Salzlösung, 
bei nachträglichem Einengen im Vakuum, und zwar in schwefelgelben Nadeln, 
aus deren Lösung die freie Säure durch Mineralsäuren kristallinisch ab- 
geschieden wurde. 

Nach Darreichung von Kynurin (durch Schmelzen der reinen 
Kynurensäure dargestellt) wurde ein Harn entleert, welcher im basischen 
Bleiniederschlage den Hauptteil der linksdrehenden Substanz enthielt, 
während ein kleiner Anteil erst aus dem Filtrat durch viel Ammoniak 
gefällt wurde. Es wurde eine schwefelhaltige Giykuronsäureverbindung 
isoliert. 

Bei seinen Untersuchungen über die Stoffwechselprodukte des Kamp- 
fers 'hat (©. Wiedemann?) aus dem Ammoniumsalz einer im Harn auf- 


1) B.v. Fenyvessy, Über das Schicksal einiger isomerer Oxychinoline (Carbostyril 
und Kynuren) im Tierkörper. Zeitschr. f. physiol. Chem. Bd. 30. 5.552 (1900). 

2) C. Wiedemann, Beiträge zur Pharmakologie des Kampfers. Arch. f. exp. Pharm. 
Bd. 6. S. 230 (1877). 
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tretenden Säure durch Bariumhydroxyd eine basische Bariumverbindung 
erhalten, aus der er durch Einleiten von Kohlensäure die neutrale Barium- 
verbindung gewann. Diese läßt sich nach dem Eintrocknen durch Kochen 
mit Alkohol in Lösung bringen und scheidet beim Erkalten ein Barytsalz 
aus, das sich über Schwefelsäure vollständig trocknen läßt. Die aus der 
Bariumverbindung erhaltene freie Säure ist eine sirupartige, nicht kristal- 
lisierbare Masse, welche beim Erwärmen mit Schwefel- oder Salzsäure in 
einen reduzierenden Bestandteil zerfällt und einen durch Äther extrahier- 
baren, ein kristallinisches flüchtiges Kampferderivat. 

Diese Untersuchungen wurden von 0. Schmiedeberg und H. Meyer!) 
fortgesetzt: sie fällten den Harn mit Bleiessig und Ammoniak, zersetzten 
den ausgewaschenen Niederschlag mit Ammoniumkarbonat, behandelten das 
Filtrat in der Wärme mit Bariumhydroxyd, bis alles Ammoniak entwichen 
war und entfernten den überschüssigen Baryt durch Einleiten von Kohlen- 
säure. Aus der eingedampften Lösung wird durch Zusatz von Alkohol die 
Bariumverbindung der gesuchten Säuren gefällt. 

Auch folgendes Verfahren wandten sie mit Vorteil an: der zur Sirup- 
dicke eingedampfte Harn wird mit reichlichen Mengen von feuchtem Barium- 
hydroxyd versetzt, die Einwirkung des letzteren durch Erwärmen unter- 
stützt und die Masse mit Alkohol behandelt; neben vielen anderen Harn- 
bestandteilen bleibt eine basische Bariumverbindung der in Frage stehenden 
Säuren ungelöst. 

Wenn man diese Rückstände mit reichlichen Mengen von Wasser an- 
rührt, die Flüssigkeit abfiltriert und nach Zusatz neuer Mengen Barium- 
hydroxyd auf dem Wasserbade einengt, so entsteht eine in Wasser schwer 
lösliche, amorphe, basische Bariumverbindung, die eine sehr lockere und 
poröse Beschaffenheit hat. Sie wird auf dem Filter ausgewaschen und zur 
(rewinnung der freien Säure mit Schwefelsäure zersetzt. Das Waschwasser 
liefert beim Eindampfen und weiteren Zusatz von Baryt neue Mengen 
dieses basischen Salzes. 

Auch das nach dem zuerst angewandten Verfahren dargestellte Barium- 
salz wird zweckmäßig in diese basische Verbindung übergeführt und auf 
dem Filter ausgewaschen, bevor man aus ihm die Säure frei macht. 

Die letztere bildet nach dem Eindampfen einen bräunlichen oder 
gelben, nur schwer eintrocknenden Sirup, in welchem folgende Bestandteile 
nachgewiesen wurden: 

1. Eine stiekstofffreie, gut kristallisierende Säure: xz-Camphogly- 
kuronsäure. 

2. Eine isomere, amorphe Säure: die 5-Camphoglykuronsäure. 


N 


5. Eine amorphe, stickstoffhaltige Säure, wahrscheinlich Uramido- 
camphoelykuronsäure. 


') O0. Schmiedeberg und H. Meyer, Über Stoffwechselprodukte nach Kampferfütte- 
rung. Zeitschr. f. physiol. Chem. Bd. 3. S. 435 (1879). 
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Das Säuregemenge bildet einen Sirup, welcher beim Stehen an der 
Luft zu einer glasigen Masse eintrocknet : wenn man diese unter eine 
Glasglocke bringt, deren Innenwände mit Wasser befenchtet sind, so er- 
starrt sie im Laufe einiger Wochen zu einem (remenge, welches aus äußerst 
kleinen Kriställchen und den beiden nicht kristallisierenden Camphogly- 
kuronsäuren besteht. 

Der Kristallbrei wird auf Fließpapier ausgebreitet, unter eine feuchte 
(rlocke gebracht und die auf dem Papier zurückbleibende z«-Oampho- 
elykuronsäure durch Umkristallisieren aus heißem Wasser gereinigt. 

Leichter erhält man diese Säure aus (dem Silbersalz, indem man 
das ursprüngliche Säuregemisch mit Silberoxyd neutralisiert und die Lösung 
von den sich ausscheidenden schmierigen Massen abfiltriert. Aus dem Filtrat 
kristallisieren beim Stehen die Silbersalze der beiden N-freien Campho- 
glykuronsäuren aus, oft allerdings erst nach längerem Stehen der konzen- 
trierten Lösung, wobei eine teilweise Zersetzung unter Reduktion von 
Silber sich bemerkbar macht. 

Das »-Camphoglykuronsäuresilber ist in Wasser etwas schwerer lös- 
lich als das Salz der £-Modifikation und scheidet sich daher zuerst aus. 
Dieser Anteil der Silbersalze liefert beim Zersetzen mit Salzsäure oder 
Schwefelwasserstoff vorzugsweise x-Camphoglykuronsäure. Sie bildet nach 
dem Umkristallisieren eine schneeweiße, etwas wachsartig glänzende Masse, 
welche aus kleinen, dünnen, häufig drüsenartig zusammenhängenden, eckigen 
Kriställchen besteht; sie löst sich in etwa 16-20 Teilen Wasser von ge- 
wöhnlicher Temperatur, sehr leicht in Alkohol und warmem Wasser, nicht 
in Äther. 

Kupferoxyd wird von ihr in Gegenwart von Alkalien in Lösung 
erhalten, aber selbst beim stärksten Kochen nicht reduziert. 

Die bloß über Schwefelsäure getrocknete Substanz hat die Zusammen- 
setzung C,,H.,0; +H;0. 

Im Luftbad verliert die Substanz bei 100° nur. sehr schwer ihr Kristall- 
wasser; längeres Erhitzen bis 110° bewirkt Bräunung. Die wasserfreie Sub- 
Stanz schmilzt bei 128—130°. 

Zur Darstellung der %-Camphoglykuronsäure diente der im 
Wasser etwas leichter lösliche Anteil der Silbersalze, welcher durch Um- 
kristallisieren gereinigt und mit Schwefelwasserstoff zersetzt wurde. Beim 
Eindampfen im Exsikkator wurde ein gelbgefärbter Sirup erhalten, der zu 
einer spröden und leicht zerreibbaren Masse austrocknete, an der Luft glas- 
artig durchsichtig wurde, ohne zu zerfließen. Sie zeigte die gleiche Zusammen- 
setzung wie die isomere kristallinische Säure. 

Wenn man die Camphoglykuronsäure in einer wässerigen Lösung 
kocht, welche 4—6°/, Schwefel- oder Salzsäure enthält, so beeinnt die 
Spaltung sehr bald, schreitet aber sehr langsam fort, wobei die sich ab- 
spaltende Glykuronsäure eine Zersetzung erfährt. Der andere Bestandteil, 
das Campherol, wird aus der Lösung durch Ausschütteln mit Äther ent- 
fernt. Die Reinigung des rohen Campherols geschieht in der Weise, daß 
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‘man die ätherische Lösung desselben mit Kalilauge schüttelt, den Äther 
abgielit, mit Wasser wäscht und abdestilliert. Das rückständige, meist noch 
gelblich gefärbte Campherol wird sodann mit viel Wasser gelöst und durch 
Verdunsten des Lösungsmittels in kristallinischer Form erhalten. Es hat 
| CH.OH 

die Zusammensetzung: C3H;; | und dreht die Ebene des polari- 
| co 
sierenden Lichtes nach rechts, Sp. 197—198°. 

Es ist ähnlich wie das Borneol ein sekundärer Alkohol. 

Erst mehrere Jahre später sind die Untersuchungen über Stoffwechsel- 
produkte von Verbindungen der Campherreihe von anderer Seite!) wieder 
aufgenommen worden. Wenn es auf die Gewinnung der gepaarten Glykuron- 
säuren selbst ankam, wurden die Kaninchen mit Hafer gefüttert, weil in 
diesem Falle ein ziemlich konzentrierter natürlich saurer Harn gewonnen 
wurde. Neutralisiert man diesen Harn mit Ätzbaryt, filtriert und setzt zu 
dem Filtrat neutrales Bleiacetat, so enthält die geringe Fällung kaum die 
gesuchten Verbindungen. Der basische Bleiniederschlag wird mit destil- 
liertem Wasser gut ausgewaschen, in Wasser suspendiert und mit SH, 
behandelt. Man filtriert vom Bleisulfid ab und engt das Filtrat bei höchstens 
40° ein. Keine der so dargestellten freien gepaarten Glykuronsäuren zeigt 
Neigung zum Kristallisieren. 

Der nach Darreichung von Thujon (Tanaceton) vom Kaninchen ge- 
lassene saure Harn wurde mit Barytwasser neutralisiert, das Filtrat mit 
neutralem Bleiacetat versetzt, bis kein Niederschlag mehr kam, das nun- 
mehr erhaltene Filtrat mit basischem Bleiacetat ausgefällt und der Nieder- 
schlag mit heißem destillierten Wasser mehrmals ausgewaschen. Der Nieder- 
schlag wurde mit SH, entbleit und die vom Schwefelblei abfiltrierte Lösung 
bei 45° auf dem Wasserbade eingeengt, mit Tierkohle behandelt und mit 
verdünnter Kalilauge schließlich neutralisiert; im Vakuum über Schwefel- 
säure scheidet sich das Kalisalz der Thujonhydratglykuronsäure aus. 
Die wässerige Lösung dreht stark nach rechts, jedoch nicht so stark 
als Thujon selbst. Die Eigenschaft der gepaarten Glykuronsäure, nach links 
zu drehen, ist auch hier erhalten, doch ist die Linksdrehung nur eine 
relative, insofern die Eigendrehung des Paarlings vermindert wurde. Die 
Eigenschaft einer Substanz, nach rechts zu drehen, spricht demnach nur 
dann gegen eine gepaarte Glykuronsäure, wenn man für den Paarling keine 
größere Rechtsdrehung konstatieren kann. 

Die mit basischem Bleiacetat erhaltenen Niederschläge wurden sorg- 
fältig mit verdünnter Schwefelsäure verrieben und vom schwefelsauren Blei 


1) H. Hildebrandt, Über Synthesen im Tierkörper. (2.) Verbindungen der Kampfer- 
gruppe. Arch. f. exp. Pharm. Bd. 45. S. 111 (1901). — H. Hildebrandt, Weiteres über 
Citral, über seine Oxydationsprodukte im Tierkörper sowie über einige zyklische Isomere. 
Arch. f. exp. Pharm. Bd. 46. S. 261 (1901). — Mit E. Fromm, Über das Schicksal 
zyklischer Terpene und Kampfer im tierischen Organismus. Zeitschr. f. physiol. Chem. 
Bd. 33. S. 579 (1901); Bd. 37. S. 189 (1903). — H. Hildebrandt, Über das Verhalten von 
Carvon und Santalol im Tierkörper. Zeitschr. f. physiol. Chem. "Ba. 36. S. 441 (1903). 
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durch Absaugen befreit. Das so gewonnene Filtrat enthielt nun neben über- 
schüssiger Schwefelsäure und der gesuchten gepaarten ( ılykuronsäure als 
wesentliche Verunreinigungen nur noch Essigsäure und geringe Mengen 
freier Glykuronsäure. Man kann nun die schwefelsaure Lösung entweder 
mit Äther erschöpfen, wobei in den Äther in der Hauptsache nur gepaarte 
Glykuronsäuren und Essigsäure übergehen: in diesem Falle wird der aus 
dem Äther gewonnene Rückstand im Vakuum über Natronkalk von der 
Essigsäure befreit. In dieser Weise kann man die Borneolglykuronsäure!) 
gewinnen, eventuell über ihr Zinksalz, aus dem sich nach Zusatz von 
Schwefelsäure die Borneolelykuronsäure ausscheidet. Sp. 174— 175°. 

Man kann aber auch die schwefelsaure Lösung mit Bariumkarbonat 
neutralisieren, vom Bariumsulfat abfiltrieren, das Filtrat. welches die Barium- 
salze der Essigsäure, der gepaarten Glykuronsäure und etwas freie Glykuron- 
säure enthält, durch Destillation im Vakuum konzentrierten und den Rück- 
stand durch sukzessive Behandlung mit Äther und Alkohol in die einzelnen 
Salze zerlegen. 

Werden im Falle der Mentholglykuronsäure die so gewonnenen 
wässerigen Lösungen der Bariumsalze im Vakuum konzentriert und die 
konzentrierte Lösung mit Alkohol versetzt, so entsteht ein Niederschlag 
einer in Alkohol schwer löslichen Substanz, welche zum Teile freie Gly- 
kuronsäure ist, da sie Fehlingsche Lösung reduziert, außerdem essigsaures 
Barium, dessen konzentrierte Lösung durch starken Alkohol gefällt wird. Die 
alkoholische Lösung ergibt beim Zusatz von Äther oder Aceton einen zweiten 
Niederschlag einer in diesen Lösungsmitteln schwer löslichen Substanz, 
welche weitaus die größte ist und fast ausschließlich die gepaarten Gly- 
kuronsäuren enthält. Wird die konzentrierte Lösung dieses Bariumsalzes 
mit Cadmiumchlorid bis zur bleibenden Trübung versetzt, so scheidet sich 
nach einigem Stehen das mentholglykuronsaure Cadmium aus, welches in 
ansehnlichen weißen Nadeln kristallisiert. Der mit Schwefelsäure versetzten 
Lösung dieses Salzes entzieht Äther die freie Mentholglykuronsäure (, , H;, O-. 
welche sich aus siedendem Wasser umkristallisieren läßt, Sp. 87—88°; ihr 
Spaltungsprodukt ist Menthol. 

Arbeitet man mit solchen Glykuronsäureverbindungen, welche 
gegenüber Mineralsäuren auch in der Kälte empfindlich sind, so 
empfiehlt es sich, das basische Bleisalz mit einer Bariumsulfid-Lösung 
umzusetzen, wodurch das Blei als Sulfid abgeschieden wird, und Glykuron- 
säureverbindungen sowohl wie auch Salzsäure —- die im basischen Blei- 
niederschlage als Bleichlorid enthalten ist — gehen als Bariumsalze in 
Lösung. Beim Konzentrieren der Lösung der Bariumsalze im Vakuum 
scheidet sich ein großer Teil des Chlorbariums kristallisiert aus und kann 
abfiltriert werden. Weitere Mengen von Chlorbarium können durch wieder- 


') E. Fromm und P. Clemens, Über das Schicksal zyklischer Terpene und Kampfer 
im tierischen Organismus. Zeitschr. f. physiol. Chem. Bd. 34. S. 385 (1901). — H. Hilde- 
brandt, Oxydation des Borneolglykosides auf biochemischem Wege. Biochem. Zeitschr. 
Bd. 21. S.1 (1909). — J. Hämäläinen, ]. e. 
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holtes fraktioniertes Fällen der konzentrierten Lösung mit Alkohol oder 
Aceton entfernt werden. Die immer wieder im Vakuum konzentrierten Mutter- 
laugen vom Chlorbarium scheiden endlich Barytsalz aus, welches die ge- 
paarte Glykuronsäure enthält. Weitere Mengen dieses Bariumsalzes ge- 
winnt man eventuell aus den Mutterlaugen durch Aussalzen mittelst Koch- 
salzes. 

Gelingt es auch dann nicht, ein kristallisiertes Bariumsalz zu ge- 
winnen, so empfiehlt es sich, den Versuch mit dem durch Umsetzung 
mittelst Kaliumsulfat zu gewinnenden Kalisalze zu machen. Die vom 
schwefelsauren Baryt abfiltrierte Lösung wird eingedampft, im Vakuum 
völlig getrocknet und nunmehr mit siedendem absoluten Alkohol extrahiert. 
In besonders reichen Mengen erhält man ein derartiges Kalisalz nach Dar- 
reichung des Terpens Camphen !), aber auch zur Gewinnung der Stoff- 
wechselprodukte von Santalol erwies sich dieses Verfahren als geeignet. 
Man kann die wässerige Lösung des gewonnenen Kalisalzes von neuem 
dem Bleiverfahren unterwerfen und gewinnt dann in Form basischer Blei- 
salze neues Material. 

Aus der Zusammensetzung der so erhaltenen Bleisalze!) konnte 
ermittelt werden, daß bei gewissen Verbindungen der Kampferreihe 
die im Harne erscheinenden Derivate keine einheitliche Zusammen- 
setzung haben. 

Die Untersuchung des nach Darreichung von Camphen erhaltenen 
Kalisalzes führte zu einer Säure C,,; Hs; O,, welcher ein Camphenderivat 
C,. H,s ©; zugrunde liegt, das in Camphenilanaldehyd C,. H,, O und Wasser 2) 
zerfällt. 

Wenn beabsichtigt wurde, nicht die gepaarten Glykuronsäuren selbst, 
sondern deren Spaltungsprodukte zu gewinnen, wurden die Kaninchen mit 
frischen Kohlblättern gefüttert, weil sie in diesem Falle größere Mengen 
der dargereichten Substanzen vertragen. Der so gewonnene Harn wird bis 
zur deutlich sauren Reaktion mit starker Salzsäure versetzt und entweder 
direkt oder mit gespanntem Dampf destilliert. Auf dem wässerigen Destil- 
late sammeln sich in allen Fällen ölige Schichten, welche die Spaltungs- 
produkte darstellen. Jedes dieser Spaltungsprodukte wird abgehoben und 
zunächst mit Alkali geschüttelt, um so die Phenole zu entfernen. Durch 
Ansäuern der alkalischen Lösung können diese Phenole gewonnen werden; 
sie wurden kristallinisch erhalten aus den nach Darreichnng von Limonen 
und Phellandren gewonnenen Destillaten. Der in Alkali unlösliche Teil 
eines jeden Spaltungsproduktes wird nun zunächst direkt fraktioniert. 
Hierbei zeigt sich alsbald schon durch den Siedepunkt der Hauptmenge, 
ob im wesentlichen ein Kohlenwasserstoff, Cymol, oder ein Isomeres 


1) H. Hildebrandt, Über das Schicksal einiger zyklischer Terpene und Kampfer 
im Tierkörper. Zeitschr. f. physiol. Chem. Bd. 36. S. 454 (1902).' 

?) E. Fromm, H. Hildebrandt und P. Clemens, Über das Schicksal zyklischer Terpene 
und Kampfer im tierischen Organismus. (Über das Verhalten des Camphens im Tier- 
körper.) Zeitschr. f. physiol. Chem. Bd. 37. S. 189 (1902). 
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des Kampfers vorliegt, da die Verbindungen C,,H,, ungeführ bei 170 bis 
180°, die Verbindungen C,,H,, 0 ungefähr bei 200-—-220° sieden. Man 
muß natürlich jedes dieser Produkte wiederholt, die Kohlenwasserstoffe 
zuletzt über Natrium destillieren, um sie frei von Produkten und Farb- 
stoffen, welche stets zugegen sind, zu erhalten. 

Will man die Oxydationsprodukte der gepaarten Glykuronsäuren näher 
untersuchen, so kann man den gewonnenen Harn direkt mit Permanganat- 
lösung versetzen, und zwar so lange, bis die Rotfärbung über Nacht be- 
stehen bleibt. Man entfärbt, filtriert vom Manganschlamm ab, wäscht diesen 
mit sodahaltigem Wasser nach und konzentriert die alkalischen Filtrate 
auf dem Wasserbade. Die klare konzentrierte Lösung wird mit Schwefel- 
säure angesäuert und mit Äther erschöpft. Der Äther hinterläßt die sauren 
Oxydationsprodukte in Form eines Öles, aus welchem sich Kristalle ab- 
scheiden, welche durch Absaugen gewonnen werden. Nimmt man den öligen 
Anteil der Säuren in Alkali auf, so entfärbt die alkalische Lösung aber- 
mals Permanganat; in dieser Weise gelingt es, weitere Mengen der kristal- 
lisierten Säuren zu gewinnen. 

So wurde der Nachweis geführt, daß Sabinen und der entsprechende 
Alkohol Sabinol im Organismus verschiedene gepaarte Verbindungen 
liefern, woraus folgt, das beim Sabinen im Organismus die Oxydation an 
einer anderen Stelle erfolgen muß. 

Um festzustellen, ob ein durch die Spaltung der gepaarten Verbin- 
dung erzeugter Kohlenwasserstoff Paracymol ist, muß der Nachweis ge- 
führt werden, dab durch Oxydation mit Permanganat p-Oxyisopropyl- 
benzoesäure, Sp. 155-—-156°, entsteht, oder daß nach Verfütterung 
Cuminsäure ausgeschieden wird. 

Letztere Methode ist auch geeignet, um eine Darreichung von Sade- 
baumöl!) aus dem Harn nachzuweisen; der Harn wird mit Schwefelsäure 
versetzt und destilliert: das auf dem Destillate schwimmende Öl wird ab- 
gehoben und einem Kaninchen innerlich eingegeben. Der tags darauf von 
diesem gelassene Harn wird am Rückflußkühler nach Zusatz von Schwefel- 
säure gekocht: nach dem Abkühlen wird die Flüssigkeit alkalisch gemacht 
und destilliert, wobei die Cuminsäure als Alkalisalz zurückbleibt. Dann wird 
sauer gemacht und nochmals destilliert: Cuminsäure. 

Der Alkohol G@eraniol geht ebenso wie der zugehörige Aldehyd Citral 
im Kaninchenorganismus über in die der Bernsteinsäurereihe ange- 
hörige zweibasische Säure), welche im basischen Bleiniederschlag des 
Harns enthalten ist; wird dieser durch Schwefelwasserstoff zerlegt und warm 
filtriert, so scheidet sich die Säure direkt kristallinisch aus. Das isomere 
Nerol dagegen liefert diese Säure nicht, so daß für dieses eine andere 
Konstitution anzunehmen ist. 

') H. Hildebrandt, Sabinol, der Terpenalkohol des Oleum Sabinae. Arch. f. exp. 
Pharm. Bd. 45. S. 111 (1901). — Zur gerichtsärztlichen Kenntnis des Sadebaumöles. 
17. Hauptversammlung des Preuß. Medizinalbeamtenvereines. Berlin 1900. 


®) H. Hildebrandt, Über das biologische Verhalten von Nerol, Geraniol, Cyelo- 
geraniol. Beitr. z. chem. Physiol. Bd. 4. S. 251 (1903). 


H. Hildebrandt. 


SD 
6) 
IND 


Der nach Darreichung des Terpineol, Sp. 3201), vom Kaninchen 
gelassene Harn wurde mit neutralem Bleiacetat ausgefällt und das Filtrat 
mit Bleiessig versetzt, bis kein Niederschlag mehr kam; der Niederschlag 
wurde wiederholt mit destilliertem Wasser ausgewaschen und dann mittelst 
verdünnter Schwefelsäure zersetzt, das Filtrat vom schwefelsauren Blei wird 
unter beständigem Rühren mit einem Überschuß von Bariumkarbonat auf 
dem Wasserbade erwärmt, wobei kein ätherischer Geruch auftritt. Im Filtrat 
wurde mittelst Kaliumsulfats das Barium durch Kalium ersetzt; aus der 
filtrierten Kaliumsalzlösung schieden sich beim vorsichtigen Einengen 
kristallinische Massen aus, die umkristallisiert wurden. Aus dem Kalium- 
salz wurde das Bariumsalz dadurch hergestellt, daß die Lösung mit Schwefel- 
säure versetzt und dann mit Essigäther ausgeschüttelt wurde: die äthe- 
rische Lösung wurde unter Zusatz von Bariumkarbonat abdestilliert, der 
Rückstand mit destilliertem Wasser versetzt und durch vorsichtiges Ein- 
engen schneeweibe Kristalle des Bariumsalzes gewonnen. Die freie Säure 
wurde aus dem Bariumsalze durch vorsichtiges Ausfällen des Bariums 
mittelst verdünnter Schwefelsäure und vorsichtiges Einengen des Filtrats 
gewonnen. Die Kristallisation erfolgte erst beim Reiben mit dem Glasstab 
auf Zusatz von Alkohol. Die freie Säure bildete feine weiße Nadeln, 
Sp. 110— 119°. Beim Erwärmen mit verdünnter Schwefelsäure trübt sich 
die vorher klare Lösung und es tritt der charakteristische Geruch des 
Terpinols, Sp. 32°, auf: Terpineolglykuronsäure. 

Die Terpineol-35-Glykuronsäure kristallisiert als Kalisalz schwerer: 
zum Zwecke ihrer Darstellung wurde das schwefelsaure Filtrat mit Essig- 
äther ausgeschüttelt und durch Verdunsten dieses das Bariumsalz darge- 
stellt und daraus die freie Säure gewonnen, Sp. 104—110°. 


Nach Darreichung des p-Dimethylamino-benzaldehyds:) am Ka- 
ninchen wird der Harn in der üblichen Weise nach dem Bleiverfahren 
verarbeitet; im Bleiniederschlag findet sich reichlich eine gepaarte Glyku- 
ronsäure, während durch Ammoniak vorwiegend eine zweite Jinksdrehende 
Verbindung gefällt wird. Die Bleiessigniederschläge wurden nach sorgfäl- 
tigem Auswaschen mit SH, zerlegt, filtriert und mit kaltem Wasser aus- 
gewaschen. Mittelst Essigäther wurde hieraus die Mono-methyl-amido- 
benzoesäure isoliert. 

Der voluminöse Schwefelbleirückstand wird mehrmals mit größeren 
Mengen Wasser ausgekocht und heiß filtriert. Das meist schön himbeer- 
rot gefärbte Filtrat erstarrt beim Erkalten zu einem Kristallbrei, der von 
der roten Mutterlauge durch Filtration getrennt, eine farblose, silber- 
glänzende Masse darstellt. Nach einmaligem Umkristallisieren aus kochendem 
Wasser oder Alkohol war die Verbindung analysenrein: Dimethylamino- 


') R. Matzel, Zur Pharmakologie der ätherischen Öle. Archiv Int. de Pharmaco- 
dynamie et de Therapie. Bd.14. S. 331 (1905). 

®) M. Jaffe, Über das Verhalten des p-Dimethylaminobenzaldehyds im tierischen 
Organismus. Zeitschr. f. physiol. Chemie. Bd. 43. 8. 374 (1904). 
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benzoeelykuronsäure, C,H, NO;:; sie hat die Eigenschaft. Kupfer- 
oxyd in alkalischer Lösung beim Erwärmen zu reduzieren: ihre 
rechtsdrehende Eigenschaft ist anscheinend durch leichte Spaltung be- 
dingt, da Lösungen in verdünnten Mineralsäuren nach links drehen. 

Im neutralen Bleiniederschlag findet sich p-Dimethvlaminoben- 
zoesäure, welche nach Zersetzung mittelst SH, durch Auskochen mit 
Wasser und Alkohol gewonnen, ins Bariumsalz übergeführt und mit Essig- 
säure gefällt wird. 

Nach Darreichung der p-Dimethylamino-benzoesäure ') erhält man 
in reichlichen Mengen die nach Darreichung des Aldehyds gewonnene 
Glykuronsäureverbindung. 

Eine Benzoesäure-Glykuronsäure?)-Verbindung wurde aus dem 
Harn von Hammeln nach Fütterung von Benzoesäure gewonnen. Der 
stark alkalisch reagierende Harn wurde mit Essigsäure soweit angesäuert. 
bis eine Probe, auch nach dem Kochen, d.h. nach Austreibung der CO,. 
schwach sauer oder neutral blieb. Die Ansäuerung erfolgt am besten in 
jeder halbtägigen Portion, um Zersetzung zu vermeiden. Der unter Toluol 
aufgefangene Harn von 3—4 Tagen wird nunmehr in einem großen Gefäß 
zuerst mit essigsaurem Baryt, dann mit neutralem Bleiacetat vollständig 
ausgefällt, nach 24 Stunden in einer Probe der noch verbleibende Salz- 
säuregehalt ermittelt und die Reste dieser Säure mit der berechneten 
Menge Silbernitrat genau ausgefällt. Erst nach Absetzung der Silberfällung 
wird scharf abgenutscht, 2>—3mal mit wenig Wasser gewaschen. Das Fil- 
trat ist so gut wie frei von Mineralsäuren; es wird mit Bleiessig voll- 
ständig ausgefällt, der massige Niederschlag auf einer Nutsche 6—10mal 
mit viel Wasser gewaschen, bis das Waschwasser nur noch ganz geringe 
Mengen Blei enthält. Der Bleiessigniederschlag wird in einer großen Pulver- 
flasche mit Glasstopfen auf der Schüttelmaschine zerkleinert, dann unter 
Benutzung eines mechanischen Rührers durch Schwefelwasserstoff zerlegt. 
vom Schwefelblei abgesaugt, das klare Filtrat wird auf Schwefelsäure, her- 
rührend von einer Oxydation des SH, beim Filtrieren, geprüft, eventuell 
entsprechende Mengen Barytwasser zugegeben. Das Filtrat wird im Vakuum 
unter 40° auf 1/,—®/, l eingeengt: es fallen von den darin gelösten Mengen 
Hippursäure und Benzoesäure geringe Anteile aus, da die gepaarte Gly- 
kuronsäure größere Mengen in Lösung erhält. Diese Lösung wird so oft 
mit Petroläther geschüttelt, bis dieser keine Benzoesäure mehr aufnimmt: 
die nunmehr erforderliche, fraktionierte Ausziehung mit Äther wird in dem 
kontinuierlich wirkenden Apparat von Zelmanowitz?) vorgenommen und 


') H. Hildebrandt, Über das Verhalten der Toluidine im tierischen Organismus. 
Beitr. z. chem. Physiol. Bd.7. S. 433 (1905). 

?) A. Magnus-Lery, Über das Auftreten einer Benzoesäure-Glykuronsäureverbin- 
dung im Hammelharn nach Benzoesäurefütterung. Biochem. Zeitschr. Bd. 6. S. 502 
(1907). 

3) C. Zelmanowitz, Über einen neuen Apparat zur Extraktion wässeriger Flüssig- 
keiten mittelst Äther, Ligroin usw. Biochem. Zeitschr. Bd.1. 8.253 (1906). 
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tagelang fortgesetzt. Aus der schließlich erhaltenen wässerigen Lösung der 
gepaarten Verbindung läßt sich das Strycehninsalz kristallinisch ge- 
winnen. Es wird der Säuregrad der wässerigen Lösung titrimetrisch er- 
mittelt, die berechnete Menge Strychnin in heißem Alkohol gelöst und nach 
mäßigem Abkühlen zu der Lösung der Säure gegossen. Dann wird im 
Vakuum bis zur Entfernung des Alkohols eingeengt, mit Chloroform über- 
schüssiges Strychnin ausgeschüttelt und wiederum im Schwefelsäureexsik- 
kator eingeengt, eventuell mit vorrätigen Kristallen geimpft; nach 24 Stunden 
wird der Kristallbrei abgesaugt, mit wenig Wasser gewaschen. Das 2- bis 
Smalige Umkristallisieren zuerst aus Wasser, dann aus größeren Mengen 
60-—-80°/,igem Alkohol mul) ebenfalls bei gelinder Wärme vorgenommen 
werden, wobei aber eine geringe Spaltung der gepaarten Verbindung sich 
nieht vermeiden läßt. 

Das benzoylelykuronsaure Strychnin, G,, H;; N; O,, + 2()H, 0, 
Sp. 162°, besteht aus schönen, weißen Kristallen in gut ausgebildeten rhom- 
bischen Säulen und Platten. Bei der Spaltung mit Kalilauge liefert die 
Substanz ca. 19°/, Benzoesäure, wenn man nach der Ansäuerung mit 
Petroläther extrahiert. Aus dem Strychninsalz stellt man das Natriumsalz 
her durch Zusatz der berechneten Menge '/,-Normalnatronlauge zur 
wässerigen Lösung, das sich abscheidende Strychnin wird abgesaugt und 
der Rest mittelst Chloroform entfernt. Durch Behandeln der eingeengten 
Lösung mit Alkohol und Äther gewinnt man das Natriumsalz als weißen, 
lockeren Niederschlag, der im Vakuum über Schwefelsäure getrocknet 
wird. Seine spez. Drehung ist + 43°86°. Die starke Rechtsdrehung bleibt 
auch bei Zusatz von 5—10°/,iger Schwefelsäure bestehen im Gegen- 
satz zu dem Verhalten der Dimethylaminobenzoeglykuronsäure, 
die in mineralsaurer Lösung deutlich links dreht. 5stündiges Erhitzen 
der schwefelsauren Lösung vermindert die Drehung um fast die Hälfte. 
Die Lösung der Säure oder ihres Natriumsalzes in Wasser schmeckt 
nicht süb. 

Die Anwesenheit der Benzoylelykuronsäure im Harn ist wahr- 
scheinlich. wenn der Harn stark nach rechts dreht, reduziert, ein 
Osazon gibt und nicht gärt; ferner wenn man nach der Behandlung 
des Harns mit Bleiessig und Zerlegung dieses Niederschlages mit SH, die 
Lösung mittelst Petroläthers von Benzoesäure befreit hat und dann eine 
Lösung gewinnt, die wesentlich mehr gebundene Benzoesäure enthält, als 
der in der Lösung befindlichen Hippursäure entspricht. Die Maximalmenge 
der Hippursäure kann durch Analyse des N-Gehaltes der Lösung ermittelt 
werden. 

Nach Darreichung von Phenanthren !) hatten bereits Pschorr und 
Bergell das Bleisalz der Phenanthrenglykuronsäure erhalten; sie ge- 
wannen daraus mittelst der Zinkstaubdestillation das Phenanthrol. 

') Pschorr und Bergell, Über die physiologische Wirkung einiger Phenanthren- 
derivate. Zeitschr. f. physiol. Chemie. Bd. 38. S. 18 (1903). 
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Zur Darstellung der reinen Phenanthrolglvkuronsäure!) zer- 
setzt man das Bleisalz mit Schwefelsäure, äthert mit Essigäther aus, 
destilliert unter Zusatz von trockenem Bariumkarbonat, nimmt den Rück- 
stand mit heißem Wasser auf und filtriert ab; es scheidet sich das Ba- 
riumsalz der gepaarten Glykuronsäure ab, welches man mittelst Schwefel- 
säure in die freie Säure überführen kann. 

Die nach Verfütterung hydrierter Phenanthrene in gleicher Weise 
zu erhaltenden Bariumsalze scheiden sich wegen ihrer leichteren Löslich- 
keit in Wasser weniger leicht ab. 

Im Anschluß) an die Methoden zur Gewinnung der mit Glvkuron- 
säure gepaarten Verbindungen seien einige weitere Paarungen anders- 
artiger Natur erwähnt. 

Der nach Darreichung von Brom-Benzol?) an Hunde gewonnene 
Harn wird mit !/,, Volumen Bleiacetatlösung vermischt, filtriert, mit !/;. 
Volumen konzentrierter Salzsäure versetzt und nach 8—10 Tagen von dem 
ausgeschiedenen Niederschlag getrennt: dieser besteht aus unreiner Brom- 
phenylmerkaptursäure, einem indifferenten, schwefel-, brom- und stickstoff- 
haltigen Körper, Schwefel, Kynurensäure, Harnsäure und gefärbten Pro- 
dukten. Durch zweimaliges Umkristallisieren aus heißem Wasser unter 
Zusatz von etwas Tierkohle wurden farblose Kristalle erhalten, deren Lö- 
sung in wenig Alkohol in heißes Wasser gegossen wird; beim Erkalten 
wird die Bromphenylmerkaptursäure in zollangen Nadeln und Spießen 
abgeschieden, C,, H,; BrSNO,, eine einbasische Säure, bei deren Spaltung 
mit Schwefelsäure Essigsäure erhalten wurde und ein Spaltungsprodukt, 
das vom Cystin, C,H, SNO,, sich dadurch ableitet, daß ein H durch die 
Gruppe C,H,Br ersetzt wird, Bromphenyleystin. Dieses Spaltungspro- 
dukt wird gewonnen, indem man nach der Spaltung die noch warme Lö- 
sune in das 6fache Volumen Wasser gießt. mit Ammoniak beinahe neu- 
tralisiert und mit Ammoniumkarbonat schwach übersättigt. Die Essigsäure 
wurde als Silbersalz dargestellt, beim Kochen mit Alkalien entstand 
Bromphenylmerkaptan und Ammoniak. 


Der nach Darreichung von Furfurol®) erhaltene Harn wird abge- 
dampft. mit Alkohol extrahiert, nach dem Verdunsten des Alkohols mit 
Schwefelsäure angesäuert und mit Äther extrahiert. Aus dem Äther scheiden 
sich aus (in kleinen Mengen) Brenzschleimsäure, (in großen Mengen) 
ihr Glvkokollderivat, Pyromycursäure, Sp. 165°. 

Zur Gewinnung von Furfuracrylursäure (Sp. 2153—215°), C,H, VO 
.CH=CH.CO.NH.CH, COOH, füttert man Hu nde ausschließlich mit Brot 


') H. Hildebrandt, Zur Pharmakologie des Phenanthrens und seiner Hydroderivate. 
Arch. f. experim. Pharm. Bd. 59. S. 140 (1908). 

2) E. Baumann und C. Preuße, Zur Kenntnis der synthetischen Prozesse im 
Tierkörper. Zeitschr. f. physiol. Chemie. Bd.5. S. 309 (1881). 

3) M. JaffE und R.Cohn, Über das Verhalten des Furfurols im tierischen Orga- 
nismus. Ber. d. Deutschen chem. Gesellsch. Bd. 20. S. 2311 (1887). 
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und Milch und gibt Furfurol subkutan. Die Ätherauszüge des Harns werden 
stark konzentriert und eventuell völlig verdunstet, der Rückstand wird mit 
kaltem Wasser zur Entfernung der Brenzschleimsäure usw. behandelt und dann 
mehrmals aus kochendem Wasser unter Zusatz von Tierkohle umkristalli- 
siert. Kocht man die Säure 6—S Stunden mit starkem Barytwasser, so 
zerfällt sie ohne Farbenveränderung in Glykokoll und Furfuracryl- 
säure, Sp. 140°. 

Zur Darstellung des Stoffwechselproduktes von Pyridin!) wurde der 
mit Bleiessig und Ammoniak ausgefällte Hundeharn mittelst Schwefel- 
säure entbleit und nach dem Filtrieren vom schwefelsauren Blei mit Kalium- 
quecksilberjodidlösung versetzt. Es entstand ein dichtflockiger Nieder- 
schlag, bei längerem Stehen weitere Ausscheidung in Form glänzender 
Kristallblättchen. Der auf dem Filter gesammelte und ausgewaschene Nieder- 
schlag wird unter Zusatz von Schwefelsäure durch Silberoxyd zersetzt. 
Nach Abfiltrieren vom Jodsilber findet sich im Filtrat die Base neben 
überschüssiger Schwefelsäure und Silbersulfat. Die letzteren wurden durch 
Barytwasser niedergeschlagen, filtriert, der überschüssige Baryt durch Ein- 
leiten von Kohlensäure und Erwärmen entfernt und die wässerige Lösung 
mit Salzsäure genau neutralisiert. Nach Eindampfen, mehrmaligem Aus- 
ziehen mit Alkohol und Wiedereindampfen hinterblieb ein sirupförmiges, 
durch Verunreinigungen bräunlich gefärbtes Salz der Base. Aus der alko- 
holischen Lösung dieses salzsauren Salzes wurde durch Platinchlorid das 
Doppelsalz der Base als brauner, dichter Niederschlag gefällt, der in heißem 
Wasser unter Hinterlassung der amorphen Verunreinigungen leicht löslich 
war und nach dem Einengen der Lösung gut auskristallisierte, C,> H,, N» Ul, 
+ PtCl.. 

Aus dem Platindoppelsalz wurde durch Zersetzung mit Chlorkalium, 
Eindampfen und Ausziehen mit Alkohol das Hydrochlorid der Base ge- 
wonnen und diese selbst durch Zersetzen mit Silberoxyd: Methyl-Pyridyl- 
ammoniumhydroxyd, OH.CH, — NC,H,. 

An Stelle des Kaliumquecksilberjodids läßt sich zur Fällung der Base 
auch Phosphorwolframsäure verwenden. Der ausgewaschene Nieder- 
schlag wird durch Zusammenrühren mit Ätzbaryt zersetzt, filtriert, aus 
dem Filtrat durch Einleiten von Kohlensäure und Erwärmen der über- 
schüssige Baryt entfernt, die alkalische Flüssigkeit durch Salzsäure genau 
neutralisiert und dann bei gelinder Wärme eingedampft; der .Rückstand 
enthält Kreatin, das in Alkohol ungelöst bleibt. Die alkoholische Lösung 
wird eingedampft, der Rückstand mit Wasser aufgenommen, mit Schwefel- 
säure angesäuert und zum zweiten Male mit Phosphorwolframsäure ge- 
fällt, die Fällung wie oben angegeben behandelt. Nach Verdunsten der 
alkoholischen Lösung hinterbleiben die Basen in Form eines in Wasser und 
Alkohol leicht löslichen Sirups, aus dem durch Platinchlorid das Doppel- 
salz der Base gefällt wurde. 


') W. His, Über das Stoffwechselprodukt des Pyridins. Arch. f. experim. Pharm. 
Bd. 22. S. 253 (1887). 
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Veränderungen am Molekül durch Oxydation resp. Reduktion. 


Der nach Darreichung von Benzamid'!) gewonnene Harn wird zur 
Sirupdicke eingedampft und mit Alkohol gefällt; der Rückstand nach dem 
Verdunsten des alkoholischen Filtrates wird mit verdünnter Schwefel- 
säure angesäuert und mit Äther extrahiert. Der abdestillierte Äther hinter- 
ließ eine kristallinische Masse, die unter dem Mikroskop die für die 
Hippursäure charakteristischen monoklinen Prismen zeigte. Benzamid 
wird in den alkalischen Säften unter Aufnahme von Wasser in Ammoniak 
und Benzoesäure gespalten, welch letztere dann als Hippursäure aus- 
geschieden wird. Dagegen Acetamid?’) verläßt den Organismus unver- 
ändert. Es konnte keine freie Essigsäure nachgewiesen werden. Bei Destil- 
lation des Harns mit Schwefelsäure ging ein stark saures Destillat über, 
ein Teil davon wurde mit kohlensaurem Natrium neutralisiert, auf ein 
kleines Volumen verdunstet und mit Silbernitrat versetzt. Der sofort 
entstehende weiße Niederschlag wurde aus heißem Wasser umkristalli- 
siert: essigsaures Silber, entstanden aus Acetamid, welches ja beim 
Erhitzen mit Säuren und Alkalien leicht in Essigsäure und Am- 
moniak zerfällt. 

Der nach Salieylamid) C,H, as gelassene Harn wurde mit 
Schwefelsäure zur Zerlegung der gepaarten Säuren erwärmt, hierauf mit 
kohlensaurem Baryt von der Schwefelsäure befreit; aus der nun abfiltrierten 
Lösung kristallisierten nach dem Eindampfen lange Nadeln, die als Sali- 
eylamid erkannt wurden. 

Nach Darreichung von Aecetanilid*) bei Hunden und Kaninchen 
wird ein linksdrehender Ha’rn entleert, der im Falle des Kaninchens 
auch deutlich reduziert. Die Urine wurden abgedampft, mit Alkohol extrahiert 
und die Alkoholextrakte verdampft, der Rückstand mit Wasser und kon- 
zentrierter Salzsäure aufgenommen und am aufsteigenden Kühler einige 
Stunden gekocht. Nach dem Abkühlen wurde zunächst die saure Lösung 
3mal mit Äther extrahiert, später durch Zusatz von Kalilauge alkalisch 
gemacht und ebenfalls mit Äther extrahiert; durch die Extraktion aus 
saurer Lösung wurde bei Hundeharn o-Oxycarbanil gewonnen, welches 
dadurch entsteht, daß Acetanilid durch Oxydation der Acetylgruppe 
übergeht in Oxyphenylcarbaminsäure, die unter Wasseraustritt sich 


?) L.v. Nencki, Über das Verhalten einiger aromatischer Verbindungen im Tier- 
körper. Arch. f. exp. Pharm. Bd. 1. 5.420 (1873). 

2) Schulzen und Nencki, Die Vorstufen des Harnstoffes im tierischen Organismus. 
Zeitschr. f. Biol. Bd. 8. S. 124 (1872). — E. Salkowski, Über den Vorgang der Harnstoff- 
bildung im Tierkörper und den Einfluß der Ammoniaksalze. Zeitschr. f. physiol. Chem. 
Bd. 1. S. 38 (1877). 

5) Baumann und Herter, Über die Synthese von Ätherschwefelsäuren und das 
Verhalten einiger aromatischer Substanzen im Tierkörper. Zeitschr. f. physiol. Chem. 
Bd. 1. S. 255 (1877). 

4) M. JaffE und P. Hilbert, Über Acetanilid und Acettoluid und ihr Verhalten 
im tierischen Stoffwechsel. Zeitschr. f. physiol. Chem. Bd. 12. S. 295 (1868). 
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n jene Verbindung umlagert. Aus der alkalischen Lösung ließ sich bei 
beiden Tieren Paraamidophenol gewinnen: Indophenolreaktion (HCl+ 
+ Karbolsäure + Chlorkalk: rot; + Ammoniak; tiefblau). 

Aus dem Harn nach Orthoacettoluid wurde das entsprechende 
Methyloxycarbanil gewonnen, das beim Erhitzen mit NH, ein Amido- 
kresol bildete. 

Nach Darreichung von Meta- und Para-acettoluid wurden die 
entsprechenden Acetylamidobenzoesäuren isoliert, welche aus saurer 
Lösung in Äther gingen. Aus Kaninchenharn fällt die p-Acetylamidobenzoe- 
säure nach Zusatz von konzentrierter Salzsäure direkt. 

Alle diejenigen Derivate des Acetylparaamidophenols!), welche 
physiologische Wirkungen zeigen, liefern im Organismus Paraamido- 
phenol resp. leicht spaltbare Derivate desselben: Indophenolreaktion. Der 
zu untersuchende Harn wird mit 1-—-2 cm? konzentrierter Salzsäure ge- 
kocht: nach dem Erkalten werden 3—5 Tropfen einer gesättigten Phenol- 
lösung, 1—2 Tropfen einer Chromsäurelösung zugeführt. Die Flüssig- 
keit färbt sich alsbald sehr schön rot; ebenso ist der Schaum ge- 
färbt. Tropft man jetzt (konz) NH, auf den Schaum, so entsteht 
sofort an der Berührungsfläche eine prachtvoll blau gefärbte Schicht. 
die bei gelindem Schütteln nach einiger Zeit dunkel und deutlicher wird. 
Das Umschlagen der Farbe vom Rot ins Blau ist für die Reaktion cha- 
rakteristisch. 

Aus Anilin entsteht nach den Untersuchungen von Schmiedeberg im 
Tierkörper Paraamidophenol, welches die Indophenolreaktion gibt, 
besonders schön, wenn die Reaktion im alkalischen Ätherextrakt ausge- 
führt wird. Der Harn wird mit konzentrierter Salzsäure, dann mit Phenol 
versetzt, mit F, Cl, oxydiert und mit NH, alkalisch gemacht. Filtriert man 
den sich bildenden roten Niederschlag ab, so färben sich Filter und Filtrat 
intensiv blau. bei Anwesenheit von nur wenig Paramidophenol blaugrün, 
auch wenn die Verdünnung 1:1,600.000 beträgt. Da es sich um einen 
Aminokörper handelt, mußte nach dem Diazotieren mit «-Naphtol in am- 
moniakalischer Lösung sich ein Farbstoff bilden; wird der Rückstand des 
alkalischen Ätherextraktes mit verdünnter Salzsäure aufgenommen und mit 
Natriumnitritlösung diazotiert, mit alkoholischer «-Naphtollösung versetzt, 
so bildet sich auf Hinzufügen von Ammoniak eine intensiv rote Färbung. 
Zur Identifizierung kann man durch Acetylierung das Diacetylamido- 
phenol, Sp. 150--151°, darstellen, indem man mit Essigsäureanhydrid 
den Ätherrückstand am Rückflußkühler kocht, das überflüssige Essigsäure- 
anhydrid abdestilliert, den Rückstand mit Wasser und Tierkohle kocht und 
dann filtriert; das Filtrat erstarrt kristallinisch und wird aus Benzol um- 
kristallisiert. ?) 

') 0. Hinsberg und @. Treupel, Über die physiologische Wirkung des p-Amido- 
phenols und einiger Derivate desselben. Arch. f. exp. Pharm. Bd. 33. S. 216 (1894). 


?) E. Meyer, Über das Verhalten des Nitrobenzols und einiger anderer aroma- 
tischer Nitrokörper im Organismus. Zeitschr. f. physiol. Chem. Bd. 46. 5. 497 (1905). 
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Nach Darreichung von p-Nitrophenol nimmt man den Rückstand 
des sauren Ätherauszuges mit verdünnter Mineralsäure auf und reduziert 
mit Zink und Salzsäure zu Amidophenol. 

Der nach Darreichung von m-Nitrophenol erhaltene Harn wird 
sauer aufgekocht, der Ätherextrakt aus saurer Lösung färbt sich nach dem 
Abdampfen und Aufnehmen mit Wasser auf Zusatz von Alkali gelb: das 
Ausgeschüttelte wird alkalisch gemacht und abermals mit Äther extrahiert, 
abgedampft. in konzentrierter Schwefelsäure aufgenommen und mit Phthal- 
säureanhvdrid 10 Minuten auf 180—190° erhitzt. Beim Schütteln mit 
Amvlalkohol geht die entstandene Rhodaminbase mit zartroter Farbe 
und grüner Fluoreszenz in den Amylalkohol über (Metaaminophenol- 
nachweis). 

Der Dimethylorthoamidophenol') enthaltende Harn wird alka- 
lisch gemacht und destilliert, wobei jenes übergeht, wie man an der 
rotvioletten Färbung mit F, Cl, erkennt (P. Griess). 

Um nach Darreichung von Dimethylparatoluidin diese Reaktion zu 
erhalten, ist der Harn zuvor mit starker Schwefelsäure am Rückflußkühler 
zu kochen. zu filtrieren und alkalisch zu destillieren: infolge des Kochens 
mit Schwefelsäure wird die aus dem p-ständigen Methyl entstandene 
Carboxylgruppe abgespalten. 

Nach Darreichung von Dimethylanthranilsäure bildet sich eine ge- 
paarte Glykuronsäure, welche in den Bleiniederschlag übergeht. Die nach 
dem Entbleien mit SH, erhaltene Lösung wurde durch Kochen am Rück- 
flußkühler gespalten und die Dimethylanthranilsäure als Jodhydrat 
über das Perjodid erhalten. 

Der nach Darreichung von Dimethylorthotoluidin im Harn er- 
zeugte Bleiniederschlag wurde mit Schwefelsäure zerlegt und anhaltend 
gekocht; nach dem Alkalischmachen wurde mit Äther ausgeschüttelt; im 
Ätherrückstand war Dimethylparaamidophenol nachweisbar (teilweise 
Überführung der CH,-Gruppe in COOH). 

Nach Darreichung von Dimethylanilin war sowohl Para- wie Ortho- 
dimethylamidophenol nachweisbar, ebenso nach Darreichung von Di- 
methylanilinoxyd. 

Nach Darreichung von p-Mono-brom-dimethylanilin geht bei 
der Destillation des alkalisch gemachten Harns reichlich Parabromdime- 
thylorthoamidophenol über. 

Versetzt man den nach Darreichung von Dimethylanilin gelassenen 
Harn mit JH, so erhält man einen Niederschlag, der zum Teil aus Para- 
trimethylphenolammonium (P. Griess) besteht, eine Verbindung, welche 
die Eigenschaft hat, erst nach dem Kochen mit Mineralsäure die Para- 
amidophenolreaktion zu geben und selbst nicht zum Auftreten gepaarter 
Glykuronsäure führt. 


') H. Hildebrandt, Über das biologische Verhalten von Phenylalkylaminen und 
Phenylalkylammoniumbasen. Beitr. z. chem. Physiol. Bd. 9. S. 470 (1907). 
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Der Harn von Kaninchen, welche Trimethylamidobenzoesäure 
(p-Benzbetain!) erhalten hatten, wurde mit JH versetzt und der Nieder- 
schlag auf Para-dimethylamidobenzoesäure geprüft; das jodwasserstoffsaure 
Filtrat wurde mit Jod versetzt, zur Darstellung des Perjodids nach Will- 
stätter und Kahn; der Niederschlag wurde mit Wasserdampf destilliert. 
dadurch vom Jod befreit und: lieferte beim Eindampfen Benzbetainjod- 
hydrat. Der aus dem Harn mittelst Bleiessig erhaltene Niederschlag wurde 
mit SH, entbleit, heiß filtriert, das Filtrat am Rückflußkühler gekocht: 
geringe Mengen Dimethylamidobenzoesäure. 


Bei Derivaten des Phenetidins ?), welche unverändert im Harn er- 
scheinen, kann man deren Nachweis in der Weise führen, daß man den 
Harn zuerst anhaltend mit Salzsäure kocht und dann die in Betracht 
kommenden Reaktionen anstellt. 

Der vom Hunde nach Darreichung von p-Methylchinolin :) ge- 
lassene Harn wurde eingedampft, der Rückstand der alkoholischen Aus- 
züge in Wasser gelöst und mit verdünnter Schwefelsäure versetzt, mit 
Äther extrahiert. Beim Abdestillieren auf 50 cm® scheiden sich Kristalle 
aus, die in Wasser schwer löslich sind, sublimieren, leicht in Ammoniak 
sich lösen und daraus nicht durch Salzsäure, wohl aber durch verdünnte 
Essigsäure gefällt werden. p-Chinolinkarbonsäure, Sp. 293°. 

Nach Darreichung von Chinaldin und o-Methylehinolin konnte eine 
analoge Oxydation nicht nachgewiesen werden; um den Nachweis zu führen, 
ob überhaupt ein Chinolinderivat in den Harn übergegangen sei, wurde 
die Destillation mit Zinkstaub angewandt, eine Methode, welche die Ent- 
scheidung zu bringen geeignet ist, ob eine ringförmige Substanz einer 
Zerstörung im Tierkörper anheimfällt. Von Chinolin konnten so höchstens 
Spuren nachgewiesen werden. 

Später bedienten sich Bergell und Pschorr *) dieser Methode, um nach- 
zuweisen, daß aus phenanthrolglykuronsaurem Blei Phenanthren regeneriert 
werden kann. 


Zum Nachweis des nach Chinolin 5)-Darreichung im Harn erscheinen- 
den Chinolinchinons wird der Harn auf dem Wasserbade mit kon- 
zentrierter Salzsäure (200 Harn, 50 cm? konzentrierter Salzsäure) auf 
etwa die Hälfte eingedampft. Unter sorgfältiger Vermeidung alkalischer 
Reaktion versetzt man mit Natronlauge, bis die Reaktion der Flüssigkeit 
gegen Lackmuspapier nur noch sehr schwach sauer oder neutral ist, filtriert, 


!) H. Hildebrandt, Zur Frage der glykosidischen Struktur gepaarter Glykuron- 
säuren. Beitr. z. chem. Physiol. u. Path. Bd. 7. S. 438 (1905). 

?) H. Hildebrandt, Über Apolysin und Citrophen nebst Bemerkungen über die 
praktische Verwendbarkeit von Phenetidinderivaten. Zentralbl. f. inn. Med. Nr. 45 (189). 

®) R. Cohn, Über das Verhalten einiger Chinolinderivate im tierischen Stoffwechsel. 
Zeitschr. f. physiol. Chem. Bd. 20. S. 210 (1895). 

ala: 

5) H. Fühner, Über das Verhalten des Chinolins im Tierkörper. Arch, f. exp. Pharm. 
Bd. 55. S.27 (1906). 
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wäscht das Filtrat mit etwas Alkohol nach und schüttelt die erkaltete 
Flüssigkeit mit Äther aus. Den Äther wäscht man einige Male mit geringen 
Mengen destillierten Wassers und schüttelt ihn dann mit stark verdünnter 
Salzsäure. Die Salzsäure nimmt hierbei intensive Gelbfärbung an, während 
der überstehende Äther karminrot gefärbt erscheint. Verdünnt man einige 
Tropfen der gelbgefärbten Salzsäure mit Wasser und versetzt nunmehr 
mit Ammoniak, so tritt Grünfärbung auf, welche unter der Einwirkung 
des Luftsauerstoffes rasch in reines Blau übergeht: bei längerem Stehen 
verdünnter Lösungen, rascher in konzentrierten, bilden sich dunkelblaue, 
amorphe Flocken und setzen sich zu Boden. Diese lösen sich, abfiltriert, 
in Alkohol in blauer, in Mineralsäuren mit braunroter oder karminroter 
Farbe. Die gleichen Farbenreaktionen gibt das 5°6-Chinolinchinon von 
Mathöus, welches durch Kochen des Harns aus dem 5°6-Dioxychinolin 
unter gleichzeitiger Abspaltung von Glykuronsäure bzw. Schwefel- 
säure entsteht. 

Der Harn von mit Aeridin!) gefütterten Kaninchen wurde unter 
Zusatz von konzentrierter Salzsäure auf !/, seines Volumens eingedampft und 
mit alkoholischem Äther ausgeschüttelt. Der Äther nimmt das Oxyacridon 
mit gelber Farbe auf und zeigt prachtvoll hellblaue Fluoreszenz. Nachdem 
der Äther gewaschen ist, wird er abdestilliert und der im Kolben befind- 
liche Kristallbrei mit wenig heißem Alkohol in ein Becherglas gespült. Die 
ausgeschiedenen Kristalle werden auf ein Filter gebracht und mit Alkohol 
kalt gewaschen. Das aus heißem Alkohol wiederholt umkristallisierte Produkt 
wird im Vakuum über Schwefelsäure getrocknet, Sp. 327— 330°; es lieferte 
ein Benzoyloxyacridon. 

Der nach Darreichung von Citral?) von Kaninchen gewonnene Harn 
wurde zunächst mit Barytwasser ausgefällt und das Filtrat mit basischem 
Bleiacetat versetzt: der mit heißem Wasser häufig ausgewaschene Nieder- 
schlag wurde in der Hitze mit SH, entbleit; das heiße Filtrat vom Schwefel- 
blei ließ beim Abkühlen eine Säure sich in schneeweißen Kristallen aus- 
scheiden, während weitere Mengen beim Einengen ausfielen; sie wurde als 
zweibasische Säure erkannt. 

Wenn man die restierende Flüssigkeit mit 70°/,iger Schwefel- 
säure versetzt, so scheidet sich ein Öl ab, welches der Einwirkung von 
65°/,iger Schwefelsäure unter häufigem Schütteln bei Zimmertemperatur 
ausgesetzt wird, dann wird mit Wasser verdünnt und mit Äther wieder- 
holt ausgeschüttelt. Nach dem Absieden des Äthers hinterblieb ein öliger 
Rückstand, welcher mit heißem — niedrig siedendem — Ligroin auf- 
genommen wurde, wobei auch nach wiederholtem Auskochen ein Teil 
ungelöst zurückblieb. Nach dem Erkalten der Ligroinlösung schieden 
sich an den Wandungen reichliche weiße Kristallmassen ab; die Mutter- 


') H. Fühner, Über das Verhalten des Acridins im Organismus des Kaninchens. 
Arch. f. exp. Pharm. Bd. 51. S. 391 (1904). 

®) H. Hildebrandt, Über Synthesen im Tierkörper. Arch. f. exp. Pharm. Bd. 46. 
S. 261 (1901). 
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lauge wurde weiter verdunstet und durch Auskochen des Rückstandes mit 
Wasser noch weitere Mengen der kristallinischen Substanz gewonnen. 
Schließlich wurde die gewonnene trockene Kristallmasse aus Äther um- 
kristallisiert. Nach dem langsamen Verdunsten des Äthers hatten sich 
schneeweile drusenbildende Kristalle am Boden des Gefäßes abgeschieden; 
die Substanz zeigte saure Reaktion und den Sp. 96°. Sie ist die zyklische 
Isomere der oben beschriebenen zweibasischen Säure und hat sich aus der 
amorphen Säure unter der Einwirkung der Schwefelsäure gebildet, analog 
dem bekannten Übergang der Geraniumsäure in ihre zyklische Isomere. 
Demgegenüber lief sich die kristallisierte zweibasische Säure nicht in eine 
zyklische Isomere überführen, da bei ihr dasjenige Methyl zu Carboxyl 
oxydiert ist, an welchem bei der Hydrolyse die Anlagerung von Hydroxyl 
zu erfolgen pflegt: es ist daher anzunehmen, daß in der isomeren amorphen 
Säure eine der endständigen Methylgruppen zu Carboxyl oxydiert ist. 

Zur Gewinnung des nach Darreichung von Pyramidon!) beim Men- 
schen im Harn auftretenden roten Farbstoffes säuert man den Harn 
an und schüttelt mit Essigäther; nach dem Verdunsten des Lösungs- 
mittels und Zusatz eines Tropfen Wassers zu dem Rückstand wird der 
Farbstoff in netzförmig verzweigten, feinen Nadeln wiedergewonnen. Bei 
Hunden ist nach Pyramidondarreichung der charakteristische rote Farb- 
stoff nur ausnahmsweise und dann nur in sehr geringen Mengen präfor- 
miert im Harn vorhanden. Er bildet sich vielmehr erst allmählich beim 
Stehen an der Luft, nachdem der Harn mit Salzsäure angesäuert war. Die 
im Harn des Hundes vorhandene Vorstufe wird durch den atmosphärischen 
Sauerstoff zu dem Farbstoff oxydiert, welcher durch die intensive Purpur- 
farbe der ammoniakalischen Lösung noch in den geringsten Spuren nach- 
gewiesen werden kann. 

Zur Isolierung dient folgende Methode: Der frisch entleerte Urin 
wird jedesmal mit Salzsäure angesäuert und in weiten, offenen Gefäßen 
sich selbst überlassen. Der Farbstoff scheidet sich dabei allmählich in roten 
Flocken aus, die nach ca. 24 Stunden sich nicht weiter vermehren. Aus 
größeren Mengen Harns gesammelt, filtriert, gewaschen und an der Luft 
getrocknet, erhält man den Farbstoff als rote Masse, vermengt mit anderen 
Stoffen, welche sich aus dem angesäuerten Hundeharn ausscheiden, vor 
allem Kynurensäure und Schwefel. Um es von diesen Verunreinigungen zu 
befreien, wird das Rohprodukt mit verdünntem Ammoniak übergossen und 
wiederholt mit Essigäther geschüttelt, so lange dieser sich noch rot färbt. 
3eim Abdestillieren des Ammoniaks wird der Farbstoff in prachtvollen 
roten Nadeln erhalten und aus Essigäther oder Eisessig umkristallisiert. 
Die Ausbeute an dem reinen Produkt beträgt nicht mehr als 11/5) 
des verfütterten Pyramidons, Sp. 184°. Durch reduzierende Mittel, wie 
Schwefelammonium, Eisessig und Zinkstaub, wird die Substanz sehr leicht 


!) M. Jaffe, Über den durch Pyramidongebrauch im Ham auftretenden roten 
Farbstoff. Ber. d. Deutschen chem. Gesellsch. Bd. 34. S. 2737 (1901). 
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entfärbt: doch geht die entstandene Leukoverbindung an der Luft sehr 
bald wieder in den Farbstoff über. Dieser ist identisch mit der Rubazon- 
säure von Knorr, welche entsteht bei der Oxydation des Phenylmethyl- 
amidopyrazolons. Demnach wird Pyramidon im Organismus zum Teil 
derart verändert, dab ihm die drei an den beiden N-Atomen befindlichen 
Methylgruppen entzogen werden, während die mit Kohlenstoff verbundene 
intakt bleibt und überdies bei der Verschmelzung der Pyramidonmoleküle 
eine Abspaltung von Ammoniak stattfindet. 

Die von der Rubazonsäure getrennten!) salzsauren Filtrate werden 
mit Natriumkarbonat schwach alkalisch gemacht, bei gelinder Wärme auf 
dem Wasserbade bis zum dünnen Sirup eingedampft, von dem auskristal- 
lisierten Kochsalz abzegossen, noch warm mit dem vierfachen Volumen 
einer Mischung gleicher Teile Alkohol und Äther vermengt und unter 
öfterem Umrühren mehrere Tage stehen gelassen. Nach dem Abgieben der 
Lösung wird der Rückstand von neuem mit der Alkoholäthermischung 
zweimal behandelt; der rückständige Sirup enthält eine gepaarte Glykuron- 
säure. Die Lösung enthält eine mit Eisenchlorid sich violett färbende Sub- 
stanz. Der nach dem Abdestillieren des Alkohols bleibende Rückstand wird 
in viel Wasser gelöst, mit Schwefelsäure bis 5°%/, angesäuert und mit 
Phosphorwolframsäure gefällt. Dann wird durch schwaches Erwärmen mit 
Barythydrat zerlegt und aus dem Filtrat mit CO, das Baryt entfernt. Das 
Filtrat wird im Vakuum eingeengt, wobei eine Ausscheidung von Kristallen 
erfolet. Aus der wässerigen Lösung fällt man mittelst Aceton das Kreatin 
und engt das Filtrat auf dem Wasserbade ein, wobei sich die mit Eisen- 
chlorid färbende Verbindung ausscheidet, die aus Wasser umkristallisiert 
wird: Antipyrylharnstoff (Uramidoantipyrin), Sp. 247 248°. Beim Er- 
hitzen mit heißgesättigtem Barytwasser bei 140—150° zerfällt die Ver- 
bindung in CO,, NH, und Amidoantipyrin. Antipyrylharnstoff entsteht also 
aus Pyramidon durch Eliminierung der beiden am Amidostickstoff befind- 
lichen Methylgruppen. 


1) M. Jaffe, Antipyrylbarnstoff, ein Stoffwechselprodukt des Pyramidons. Ber. d. 
Deutschen chem. Gesellsch. Bd. 35. S. 2891 (1902). 


 Gesamtstoffwechsel. 


A. Methoden des Stoffwechselversuches im allgemeinen. 
a) Stoffwechselversuche beim Menschen. 


a) Stoffwechseluntersuchungen an erwachsenen 
Individuen. 


(Eiweiß-Kohlehydrat-Fettstoffwechsel; Nukleinstoffwechsel, Salz- 
stoffwechsel, Wasserstoffwechsel.) 


Von Theodor Brugsch, Berlin. 


I. Vorbemerkungen. 


Stoffwechselversuche lassen sich beim Menschen nicht nur nach der 
energetischen Seite hin durchführen, man ist vielmehr auch imstande, ohne 
Bestimmung des Gesamtumsatzes Stoffwechselversuche über den Umsatz 
des Eiweißes, unter gewissen Umständen auch der Kohlehydrate und Fette, 
ferner auch über den Nukleinumsatz, den Umsatz der Salze und des Wassers 
anzustellen. 

Bei der Durchführung eines Eiweiß-Kohlehydrat-Fettstoffwechsels muß 
man indessen in erster Linie von dem Gesamtenergieumsatz ausgehen, 
dessen Größe für das betreffende Individuum nach seinem Kilogewicht und 
nach den Bedingungen, unter denen der Versuch angestellt werden soll, 
zu berechnen ist. Auf Grund dieser Berechnung ist dann die Nahrung zu 
wählen, wobei hinsichtlich der Vertretung der Kohlehydrate und Fette in 
der Nahrung nach dem Aubnerschen Gesetz der Isodynamie verfahren 
werden kann, während man bei der Bemessung des täglich zuzuführenden Ei- 
weißes eine bestimmte untere Grenze der Eiweißzufuhr einhalten muß 
(siehe weiter unten). Erst auf dieser Grundlage ist die Durchführung des 
speziellen Eiweiß- etc. Stoffwechselversuches möglich. 

Die weitere Aufgabe eines derartigen Stoffwechselversuches ist nun 
die Analyse der zu verabreichenden Nahrung (eventuell nur nach einer 
bestimmten Richtung hin, z. B. auf Eiweiß), das Auffangen der Ausschei- 
dungen, von denen im allgemeinen nur Kot, Harn, eventuell auch der 
Schweiß zu berücksichtigen sind. 
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Das Ziel des einzelnen Stoffwechselversuches kann dabei ein ganz 
verschiedenes sein und danach richtet sich auch die Dauer der Versuche, 
die Einteilung der Versuchstage in verschiedene Perioden, die Veränderung 
der Nahrung während des Versuches, die Verabreichung bestimmter Me- 
dikamente, deren Einfluß auf den Stoffwechselversuch geprüft werden soll ete. 
Diese Bedingungen werden weiter unten im einzelnen ihre Besprechung 
finden. 

Die besonderen Bedineungen, unter denen schließlich der Nuklein- 
stoffwechselversuch, der Salz- und Wasserstoffwechsel anzustellen ist, werden 
im speziellen besprochen. 


a) Das Kalorienbedürfnis. 

Das Kalorienbedürfnis des zur Untersuchung gelangenden Individuums 
ist davon abhängig. ob sich dieses im Zustande der Ruhe, der leichten 
körperlichen Bewegung oder der angestrengten Arbeit befindet. Für ein 
erwachsenes Individuum von mittlerer Körpertemperatur mittlerer Körper- 
größe kann man pro Tag und Kilogramm Körpergewicht folgende Werte 
zugrunde legen: 


Bei absoluter Bettruhe . . . . . 24—30 Kalorien, 
bei gewöhnlicher Bettruhe . . . . 30-34 
außer Bett, ohne körperliche Arbeit 34—40 
bei mittlerer Arbeitsleistung . . . 4045 
bei starker Arbeitsleistung . . . 45—60 


Bei kleinen Individuen, ferner bei mageren ist das Kalorienbedürfnis 
noch höher anzusetzen. während es bei Fettleibigen niedriger zu veran- 
schlagen ist. Im allgemeinen kann man in klinischen Stoffwechselversuchen 
bei Patienten, die bettlägerig sind, das Kalorienbedürfnis von 30 Kalorien 
pro Kilo Gewicht für die Berechnung der Nahrung im Stoffwechselversuch 
zugrunde legen. 


b) Berechnung der Kost auf Grund des minimalen Eiweißbedarfes 
und nach dem Gesetze der Isodynamie der Nahrungsstoffe. 


Hat man für das zu untersuchende Individuum die Größe des Ka- 
lorienbedarfes festgestellt, so ist die nächste Aufgabe die, die Nahrung 
nach diesem Gesichtspunkte zusammenzustellen; dabei ist zu beachten, dab 
unter den drei Nahrungsstoffen Eiweiß, Fett und Kohlehydraten das erstere 
in derjenigen Menge vorhanden ist, daß der Körper seinen Eiweißbestand 
zu erhalten in der Lage ist. 

Das kann natürlich nur für normale Verhältnisse gelten, über Besonderheiten in 
dieser Beziehung siehe weiter unten, 

Diese Eiweißmenge, die weder durch Fett noch durch Kohlehydrate 
gedeckt werden kann, die also zur stofflichen Erhaltung des Körpers ab- 
solut notwendig ist, nennt man das Eiweißminimum oder das Erhaltungs- 
eiweiß. Sie beträgt nach Voit für mittlere Erwachsene ca. 85 y (trockenes 
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Eiweiß) und variiert je nach der Größe des Individuums, wächst aber 
nicht durch Arbeitsleistung. Als Schwellenwert für die unterste Grenze 
dieses Eiweißbedürfnisses hat man 0'6g Eiweiß pro Kilogramm Körper- 
gewicht und pro Tag angegeben. Es empfiehlt sich indessen mehr, als 
Basis des Stoffwechselversuches bei Erwachsenen eine Eiweißzufuhr von 
etwa 809 Eiweiß zu wählen: Den Rest der geforderten Kalorienmenge 
deckt man durch Kohlehydrate (und zwar am besten zu 50°/, des Ge- 
samtkalorienbedürfnisses) und den Rest durch Fette, eventuell zu einem 
kleinen Teil auch noch durch Eiweiß. 


Dieselbe Energie bzw. Wärmemenge, welche die drei wichtigsten organischen 
Nahrungsstoffe: Eiweiß, Fett und Kohlehydrate außerhalb des Körpers entfalten und 
die wir durch die Kalorie als Einheitswert ausdrücken, entfalten sie auch bei ihrem 
Umsatz im Organismus. Das Eiweiß macht hierbei allerdings eine Ausnahme, indem es 
nicht wie die Kohlehydrate und Fette im Organismus vollständig aufgespälten wird, 
sondern es gehen mit dem Harn und Kot noch höhere N-haltige Produkte ab, die noch 
einen gewissen Brennwert besitzen. Rubner hat gefunden, daß (nach Abzug dieses 
Brennwertes vom Gesamtbrennwerte des Eiweißes) der Brennwert des Eiweißes im Or- 
ganismus, id est der physiologische Nutzeffekt des Eiweißes für den Organismus 22 bis 
28°/, geringer ist als der Gesamtbrennwert des Eiweißes. 


Für die Berechnung der zur Deckung des Kalorienbedürfnisses not- 
wendigen Nahrung legt man nun folgende empirisch gefundene Werte 
(Rubner) zugrunde: 


Für 19 Eiweiß... . .41 Kal. (Kalorienwert 5’5—6 Kal.) 
10 Fo I Eu \ 9-3 Kal.) 
„. 19 Komlenydrat 2 41 SE 4 u Be) 
5 Alkohol see ze 


Auf Grund dieser Werte läßt sich nun sehr leicht die zur Deekung 
des Kalorienbedürfnisses erforderliche Nahrung berechnen, indem man nach 
Abzug des sog. Erhaltungseiweißes den Rest durch Kohlehydrate oder Fett, 
zum Teil auch noch durch Eiweiß nach dem Gesetze der Isodynamie deckt. 

Beispiel: Ein 83 kg schweres Individuum soll eine seinem Kalorien- 
bedürfnis angepaßte Kost erhalten. Notwendige Kalorienmenge (berechnet 
für Bettruhe) = 30 x 83 = 2490, also 2500 Kal.; davon sind zu decken 
durch Eiweiß 80 x 41 Kalorien = 328. Der Rest = 2172 durch Fett oder 
Kohlehydrate, und zwar am zweckmäßigsten 1250 Kal. durch Kohlehydrate, 
das übrige (also ca. 920 Kal.) durch Fett. 


c) Auswahl der Nahrung. 


Von maßgebender Bedeutung für den Stoffwechselversuch ist nun die 
Auswahl der Nahrung nach den obigen Gesichtspunkten. Die Nahrung be- 
steht bekanntlich aus einem Gemenge von Nahrungsmitteln, die wiederum 
eine Mischung der Nahrungsstoffe darstellen. Die Nahrungsstoffe als solche 
zu genießen, ist für Eiweiß, Fette und Kohlehydrate bei längeren Stoff- 
wechselversuchen nicht durchführbar; man muß sich also dazu entschließen, 
die Nahrung so zu wählen, daß ihr Gehalt an Nahrungsstoffen ungefähr 
ein derartiger ist, wie er für den speziellen Stoffwechselversuch nach der 
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Kalorienberechnung erforderlich ist. Das gelingt heute leicht schätzungs- 
weise auf Grund der vielen bisherigen Nahrungsmittelanalysen, wie sie z.B. 
in Königs Tabellen‘) niedergelegt sind. Dabei ist darauf Rücksicht zu 
nehmen, daß die Kost leicht analysierbar ist und dal sie auch gern und 
längere Zeit genommen wird. Ferner muß die Kost für länger dauernde 
Stoffwechselversuche wenigstens in den einzelnen Perioden die gleiche sein. 
Es sei hier das Beispiel einer kalorisch berechneten Kostordnung ge- 
geben, die sich praktisch als sehr brauchbar für Stoffwechselversuche er- 
weist: die Kost soll etwa 110g Eiweiß enthalten und ihr energetischer 
Wert 2500 Kalorien betragen. 


Menge Gesamt-N Fett Kohlehydrate Wasser 

Bere... ....1500 75 45 675 1335 
Be 2... 150 51 1'32 _ 114 
Weabbrot.. . . .... 350 448 35 210:0 90 
50 01 450 E= 5 
1 Ei ohne Schale . . 40 09 44 _ 30 
Beer... ... . 500 — — — 500 
18:08 99:22 A) 2074 


Die Kost enthält also: 
18:08 x 625 = 113g Eiweiß (x 41) = 463°3 Kal. 
99:22 9 Fett (x 93) = 92275 „ 
2775 Kohlehydrat (x 41) = 113775 „ 
in Summa 2523°8 Kal. 


Diese Kost kann man nun durch Fortnahme von Fett (z. B. der 
Butter) oder Kohlehydraten (Weißbrot) oder durch Wegnahme von Fleisch 
beliebig einengen. Man muß dabei natürlich den individuellen Verhältnissen 
Rechnung tragen; Personen, die keine Milch trinken. kann man statt dessen 
eine größere Butterzulage und Fleischzulage verabreichen; umgekehrt für 
Personen, die keine größeren Buttermengen zu bewältigen vermögen, emp- 
fiehlt sich die Zulage von Sahne, die außerordentlich fettreich ist. Von 
wesentlicher Bedeutung ist schließlich noch die Wasserzufuhr, die täglich 
die gleiche bleiben soll. Man führe Erwachsenen einschließlich des in 
den Speisen enthaltenen Wassers täglich nicht mehr wie ca. 2—2!/, 1 zu. 


d) Analyse der Nahrungsmittel. 


Für exakte Stoffwechselversuche ist eine exakte Analyse der Nahrunes- 
mittel unerläßlich. Dadurch wird natürlich die Ausführung eines derartigen 
Stoffwechselversuches sehr erschwert, da, wenn z. B. sechs verschiedene 
Nahrungsmittel verabreicht werden, diese samt und sonders und noch dazu 
täglich analysiert werden müßten. Indessen läßt sich diese Schwierigkeit 
doch leicht umgehen, wenn man folgendermaßen verfährt: Als Milch ver- 
wendet man irgend eine Milchkonserve (in Büchsen), von der man sich 
‚einen größeren Vorrat anschafft; auf diese Weise wird nur eine ein- 


) König, Chemie der Nahrungs- und Genußmittel (1910). 
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malige Analyse (für jede Büchse) notwendig: verabreicht man frische 
Milch, so ist wegen des wechselnden N-Gehaltes und Fettgehaltes eine 
tägliche Analyse notwendig. Als Fleisch wählt man mageres Ochsenfleisch, 
das man im Stück auf 3—4 Tage reichend, kauft. Das Fleisch muß 
auf Eis aufbewahrt werden. Auch dadurch wird nur eine einmalige Ana- 
Iysierung für je 3—4 Tage ‚notwendig. Ebenso verfährt man mit der 
Butter: handelt es sich um völlig genaue Analysen, so läßt man aus der 
Nahrung die Eier aus; das Brot kauft man im Stück, indem man es nur 
vorsichtig vor Verdunstung schützt (einmalige Analysierung). Sehr bequem 
ist die Verabreichung von Reis, der sehr viel Kohlehydrate enthält; man 
wähle nur die teuersten Reissorten, da ihr Stickstoff weit besser im Darm 
ausgenutzt wird, als der der minderwertigen. Den Reis läßt man zweck- 
mäßig als Milchreis zubereiten. Auch von einer Reissorte genügt für einen 
Stoffwechselversuch einmalige Analyse. Wenig geeignet für Stoffwechsel- 
versuche sind die Kartoffeln hauptsächlich wegen ihres stark schwankenden 
Eiweiß- und Kohlehydratgehaltes. In den Nahrungsmitteln kann man nun 
nicht den Gehalt an reinem Eiweiß, reinem Fett und reinem Kohlehydrat 
bestimmen, sondern man bestimmt zunächst den Trockenrückstand und in 
diesem den Stickstoffgehalt; durch Multiplikation mit der Zahl 625 wird 
der Eiweißgehalt berechnet. | 

Weiter bestimmt man in dem Trockenrückstand das Ätherextrakt, 
das als Fett berechnet wird, und schließlich bestimmt man die Asche. Die 
Kohlehydrate werden meist als Rest berechnet (Trockenrückstand weniger 
Eiweiß, weniger Fett und weniger Asche), indessen ist es doch weit rat- 
samer, die Kohlehydrate durch Aufschließen mit 2°%/,iger Salzsäure durch 
2 Stunden am Rückflußkühler (man nimmt etwa 2—-3 g Substanz) in lösliche 
Kohlehydrate überzuführen und durch Polarisation oder Reduktion (Allihn) zu 
bestimmen. Kennt man den Wert des analysierten Nahrungsmittels an Ei- 
weiß, Fett, Kohlehydraten, so läßt sich daraus der Kaloriengehalt berechnen, 
indessen empfiehlt es sich auch hier mehr, den Trockenrückstand der di- 
rekten Kalorimetrie mit der Berthelotschen Bombe zu unterwerfen. 


e) Sammeln der Ausscheidungen. 


Von den Ausscheidungen des Körpers, die für Stoffwechselversuche von 
Bedeutung sind, kommen in erster Linienur Kotund Harn in Frage. In manchen 
Versuchen, wobei stark geschwitzt wird, z. B. im Dampfbad, kommt auch 
der Schweiß in Frage, doch wird man in der Mehrzahl der Fälle den Schweiß 
völlig unberücksichtigt lassen können. Nicht unbedeutend sind dagegen 
Substanzverluste des Körpers, die durch Abgang von Menstrualblut, Milch, 
eventuell Sperma entstehen können: aus diesem Grunde wird man es da- 
her möglichst vorziehen, solcher Art behaftete Personen von exakten Stoff- 
wechselversuchen auszuschließen, sofern nicht etwa nach dieser Richtung hin 
ein spezielles Ziel mit dem Stoffwechselversuch verfolgt wird. In diesem 
Falle müssen dann Menstrualblut, Milch, Sperma kunstgerecht aufgefangen 
und wie die übrigen Ausscheidungen analysiert werden. Sonstige Substanz- 
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verluste des Körpers, wie durch abgeschilferte Epidermis, abgestoßene 
Nägel, ausgefallene Haare, sind völlig zu vernachlässigen. Erbricht das In- 
dividuum während eines Versuches, so sind diese Verluste von der Ein- 
nahme in Abzug zu bringen. 


Abgrenzung und Sammlung des Kotes. 


Um den zu einer Versuchsreihe zugehörigen Kot scharf abzugrenzen, 
kann man so verfahren, daß das Versuchsindividuum am Mittag vor dem 
Versuche zum letzten Male feste Nahrung zu sich nimmt und in den spä- 
teren Stunden nur noch dünne Suppen (keine Milch). Zu Beginn des Ver- 
suches erhält die Person 3 Eßlöffel von folgender Mischung: 

Carbo vegetabilis 150, 
Mucilag. Gummi arab. 15°0. 
Aq. menth. piper. 60. 

Danach ist der Mund gehörig zu spülen. Durch die Kohle werden 
die ersten zum Versuche gehörigen Kotmassen schwarz gefärbt. Zweck- 
mäßig läßt man dann noch das Individuum am Nachmittag des ersten 
Tages, bei lebhafterer Peristaltik eventuell am Vormittag einen Stuhl ab- 
setzen (eventueli unter der Wirkung eines Glyzerinklistiers); dieser Stuhl 
kann, sofern er, was gewöhnlich der Fall ist, keine Spur Kohle enthält. 
beiseite gelassen werden: erst der nächste Stuhl pflegt durch die Kohle 
gezeichnet zu sein. Kotpartien, die diesem zweiten Stuhle anhaften und 
noch nicht durch Kohle gefärbt sind, sind dabei zu entfernen. Bei dieser 
mehrtägigen Versuchsreihe („als Periode“ usw.) wird der Stuhl wieder 
durch Kohle abgegrenzt, und zwar gibt man die Kohle am Morgen des 
dem letzten Versuchstage der Periode folgenden Tages; der nunmehr 
schwarz gefärbte Kot gehört nicht mehr zu dieser ersten Versuchsreihe. 
Der gesamte, zu einem Versuch gehörige Kot wird schließlich in einer 
Porzellanschale gesammelt und die Verarbeitung, wie weiter unten dargelegt, 
vorgenommen. 

Statt den Kot durch Kohle abzugrenzen, ist es zweckmäßiger, dies 
durch Karmin zu bewirken. Man verabreicht zu Beginn des Versuches in 
der gleichen Weise, wie oben dargelegt, statt Kohle 03—0'5g Karmin in 
Oblaten mit der ersten Nahrungsportion. Dadurch wird der erste Stuhl 
diffus rot gefärbt. Unterstützend wirkt dabei für die Abgrenzung des roten 
Kotes, wenn man die Versuchsperson gleichzeitig mit dem Karmin Milch 
nehmen läßt (Voraussetzung ist natürlich dabei, daß die Milch unter die 
Einnahmen in Rechnung gestellt ist). 


Sammeln des Harns. 


Der Harn wird täglich gesammelt und zwar von morgens 8 Uhr bis 
zum nächsten Morgen 8 Uhr=1 Versuchstag: dabei wird der Harn in 
eine verschließbare 2—3 ! (eventuell mehr) fassende Flasche unmittelbar 
entleert oder sofort nach der Entleerung in ein Nachtgeschirr durch einen 
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Trichter in die Flasche gegossen. Den Boden der Flasche sollen etwa 
20 cm® Chloroform bedecken, um eine Zersetzung des Harns zu verhüten. 
Jeden Morgen 8 Uhr wird die Flasche erneuert, dabei ist die Versuchs- 
person anzuhalten, daß sie möglichst vor dem Wechsel der Flasche noch 
einmal uriniert. Erst nach dem Wechsel der Flasche darf dann die Ver- 
suchsperson ihr Frühstück verzehren. 

Besonders ist noch die Versuchsperson anzuhalten, dal sie vor jeder 
Stuhlentleerung Urin in die Flasche läßt, weil sonst Kot und Urin sich 
vermischen. Besonders bei Frauen, bei denen überhaupt die Durchführung 
eines Stoffwechselversuches auf größere Schwierigkeiten stößt, ist hierauf 
zu achten. 

Trotzdem gelingt es oftmals nicht, die Versuchstage hinsichtlich der 
Urinentleerung scharf abzugrenzen, indem häufig Urin von einem Tag noch 
auf die Urinmenge des anderen Tages herübergebracht wird (z. B. bei 
Frauen mit schlaffen Bauchdecken, die ihre Blase nicht völlig entleeren 
können). Dieser Fehler macht indessen den Versuch noch keineswegs zu 
schanden, da er sich meist auszugleichen pfleet, wenn die Versuchsperson 
konstant eingestelit ist, und weil man meist die Periode als ganzes nimmt. 
Mit dem Katheterisieren, das im Tierversuch im weitesten Maße üblich 
ist, muß man beim Menschen vorsichtig sein. 


Sammeln von Schweiß. 

Soll der Schweil berücksichtigt werden, so hüllt man die Versuchs- 
person in eine zuvor gut ausgewaschene Flanelldecke ein. Nach Beendigung 
des Versuches wird die Flanelldecke mehrmals ausgekocht, das Ausgekochte 
eingedampft und analysiert. 


f) Analyse der Ausscheidungen. 


Kot. Zur Bestimmung der Trockensubstanz des Kotes wird der frisch 
entleerte Kot gewogen und sein Gewicht notiert (Gewicht des Gefäßes + 
Kot weniger dem leeren Gefäßgewicht), alsdann erst wird er in die eben- 
falls mit einem Glasstabe zusammen gewogene Porzellanschale gebracht, mit 
wenig 1/,°/,„igem H, SO,-Wasser übergossen (damit kein NH, entweicht) und 
auf dem Wasserbade mit dem Glasstabe gleichmäßig gerührt. Die nächste zur 
entsprechenden Versuchsreihe gehörige Kotportion wird ebenfalls frisch gewo- 
gen, das (rewicht notiert und zu dem bereits auf dem Wasserbade trocknenden 
Kote unter erneuertem Zusatz von schwach schwefelsäurehaltigem Wasser 
hinzugefügt. Der Kot wird ebenfalls mit der ersten Portion zusammen tüchtig 
durchgerührt. Auf diese Weise werden alle zu einer Versuchsreihe gehörigen 
Kotportionen getrocknet; um den Kot völlig lufttrocken zu machen, bringt 
man ihn auf 5—6 Stunden in einen Trockenschrank von 105° C. Danach 
wird der Kot mit der Schale und dem Glasstabe zusammen gewogen; da 
man das Gewicht der Porzellanschale mit dem Glasstabe kennt, so ‚stellt 
die Differenz das Gewicht des Trockenkotes vor. Da man auch das Ge- 
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wicht des frisch entleerten feuchten Kotes kennt, so läßt sich prozen- 
tisch der Trockengehalt des Kotes berechnen. Jetzt wird der trockene, 
schon vorher durch Umrühren gut gemischte Kot nach Möglichkeit aus 
der Porzellanschale und von dem Glasstabe abgekratzt und durch Verreiben 
in einem Mörser pulverisiert; statt dessen kann man den Trockenkot auch 
in einer Kaffeemühle fein zerreiben. Der pulverisierte Kot wird in einem 
eut schließenden Gefäße aufbewahrt. Von diesem Trockenkot läßt sich nun 
leicht eine N-Analyse nach KAjeldahl, eine C-Analyse durch Verbrennung 
nach Liebig herstellen. Zur Fettbestimmung wird ein gewogener aliquoter 
Teil des Kotes (2-4 etwa) in einer Soxhlethülse mit Äther extrahiert, die 
Seifen werden sodann, wenn die Patrone getrocknet ist, durch Kochen des 
Inhaltes der Soxhlethülse mit 1°%/,igem salzsäurehaltigen Alkohol in Fett- 
säuren überführt und diese dann nochmals mit Äther (besser Petroläther) 
im Soxhlet extrahiert. Zur Kohlehydratbestimmung werden die Kohle- 
hydrate des Kotes durch Kochen mit 2°/,iger HCI-Lösung am Rückflub- 
kühler während mehrerer Stunden in lösliche Kohlehydrate übergeführt 
und nach Allihn oder Bang ete. bestimmt. Aschenanalysen werden an der 
Trockensubstanz des Kotes in üblicher Weise ausgeführt. 

Kontrollanalysen sind stets durchzuführen. 

Erbrochenes. 

Die Analyse des Erbrochenen vollzieht sich in genau der gleichen 
Weise wie die Analyse des Kotes, wobei indessen wegen des sauren Cha- 
rakters des Erbrochenen — da eine Gefahr der NH,-Entweichung nicht 
besteht — ein Zusatz von verdünnter Schwefelsäure beim Eindampfen auf 
dem Wasserbade nicht notwendig ist. 

Harn. 

Die 24stündige Harnmenge wird mit einem Meßzylinder gemessen 
(der Harn muß gut durchgemischt sein), sodann das spezifische Gewicht 
festgestellt. Zur N-Analyse genügen je 5 cm® Urin, die mit einer gradierten 
Pipette scharf abgemessen werden. Zur C-Bestimmung wird der Harn aus 
einer Pipette vorsichtig auf ein Schiffchen getropft umd im Vakuum unter 
H,SO, bei Stubentemperatur verdampft. Mit dem eingetrockneten Urin wird 
die C-Analyse ausgeführt. Die Aschenanalysen werden nach den für den 
Harn üblichen Regeln analysiert. 

Schweiß. 

Der aus dem Bekleidungsstücke ausgekochte und eingedampfte Rück- 
stand des Schweißes wird nach denselben Prinzipien wie der Harn ver- 
arbeitet. 


g) Einteilung des Stoffwechselversuches in Perioden. 


Je nach dem verfolgten Zweck wird die Dauer eines Stoffwechsel- 
versuches beim Menschen eine verschieden lange sem; er kann sich u. a. 
über Wochen und Monate hinausziehen, schon das allein ergibt die Not- 
wendiekeit, den Stoffwechselversuch in einzelne Perioden zu teilen. Für 
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jede derartige Periode sollte es Voraussetzung sein, daß die täglich zuge- 
führte Kost genau die gleiche ist, dann läßt sich während einer Reihe von 
Tagen nicht nur die Einnahme genau mit der Ausgabe durch Harn und 
Kot bilanzieren. vor allem zeigt sich auch hier z. B. die tägliche Stickstoff- 
ausscheidung als zuverlässigeres Maß für die innerhalb 24 Stunden umge- 
setzte Eiweißmenge. Wechselt innerhalb der einzelnen Tage die Eiweib- 
menge beträchtlich, so kann man zwar Einnahme und Ausgabe der ganzen 
Periode bilanzieren. indessen schon nicht mehr die innerhalb 24 Stunden 
ausgeschiedene N-Menge als Maß für den Eiweißumsatz innerhalb dieser 
Zeit annehmen; einen wesentlichen Vorteil bietet die Periode sodann bei 
eleichmäßig bleibender Kost noch, indem man die Aberenzung des Kotes 
mit der Periode beginnt und schließt. Man kann dadurch nämlich mit 
einigem Recht den Gehalt des Kotes an den zur Untersuchung kommenden 
Stoffen auf die einzelnen Tage verteilen, wozu man sonst nicht berechtigt 
ist. In klinischen Versuchen pflegt man vielfach den Stoffwechselversuch 
in drei Perioden aufzulösen: Vorperiode, während deren sich das Versuchs- 
individuum mit der ihm zu verabreichenden Kost ins Kalorien- und Stick- 
stoffgleichgewicht zu setzen hat, zweitens in die Hauptperiode, die den 
eigentlichen Zweck des Stoffwechselversuches vorstellt, nämlich die Er- 
probung irgend eines Mittels, sei es Medikamentes oder Nährstoffes auf 
den Stoffwechsel, und in die. Nachperiode, die wieder der Vorperiode ın 
Bezug auf die Einnahmen gleichen soll. Die Nachperiode soll gewisser- 
maßen die Nachwirkung demonstrieren. Im Prinzip ist jedenfalls an der- 
artieen Vor- und Nachperioden strikte festzuhalten, wenn gleich man sich 
nicht ängstlich an ein Schema zu halten braucht. Im übrigen wird im 
speziellen noch auf diese Verhältnisse eingegangen. 

Zu Beginn einer jeden Periode (und zwar am besten morgens nüchtern 
8 Uhr. wenn der Patient Urin entleert hat) ist exakt das Körpergewicht 
festzustellen: noch zuverlässiger sind tägliche Körpergewichtsmessungen. 


Il. Ausnutzungsversuche (Resorptionsversuche). 


Die Einverleibung der Nahrung per os bedeutet noch nicht, dal) diese 
nun auch in den Organismus, diesem zur stofflichen und dynamischen 
Verfügung stehend, eingetreten ist. Dazu mub sie erst durch die Darm- 
wand resorbiert sein. Vorbedingung für den eigentlichen Stoffwechselver- 
such ist also die Resorption der Nahrung. Die Größe der Resorption ließe 
sich ja nun durch ein einfaches Rechenexempel feststellen: man vergleicht 
die eingenommenen Ingesta mit den durch den Kot zu Verlust gegangenen 
Stoffen; die Differenz muß resorbiert sein; die Differenz verglichen mit 
der Nahrungsaufnahme wäre die Resorptionsgröße. Indessen ist eine der- 
artige Überlegung insofern nicht einwandfrei, als durch den Darm der 
Körper von seiner eigenen Substanz etwas abgibt: der Darm stellt also 
bis zu einem gewissen Grade auch Exkretionsorgan vor. Die Fäzes sind 
nicht allein Nahrungsschlacken, sondern sie sind Nahrungsschlacken und 
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Reste der Darmsekrete, Darmepithelien und Bakterien. die im Darme auf 
Kosten dieser Stoffe schmarotzen. Einen Weg zur Trennung der Nah- 
rungsschlacken von den vom Körper durch den Darm abgegebenen Stoffen 
besitzen wir nicht, wir können daher auch für den Stoffwechselversuch 
beides nicht trennen. Aus diesem Grunde allein pflegen wir auch die Nah- 
rungsaufnahme mit der Kotausscheidung zu vergleichen und danach die 
Resorptionsgröße zu berechnen. Für jeden exakten Stoffwechselver- 
such ist nun die Feststellung der Resorptionsgröße eine con- 
ditio sine quanon. Die Durchführung eines vesorptionsversuches 
kann nun auch Endzweck eines Stoffwechselversuches sein. und 
zwar dann, wenn man feststellen will, wie beispielsweise eine bestimmte 
Kost kalorisch ausgenutzt wird, oder wie der Eiweiß-, Fett-, Kohlehydrat- 
gehalt einer bestimmten Kost oder eines Nahrungsmittels, z. B. die Kartoffel, 
oder der Reis oder Fleisch etc., von einem gesunden Darm ausgenutzt 
wird. Derartige Versuche, die in der Literatur bereits vielfach durchge- 
führt sind, erfordern eine sehr exakte Abgrenzung des Kotes. Die Be- 
urteilung solcher Versuche gewinnt an Sicherheit, wenn man sie über 
mehrere Tage durchführen kann, was indessen oft nicht durchführbar ist. 
z.B. wenn man der Versuchsperson große Mengen Fett oder Kartoffeln 
u. dgl. mehr zumutet. Für solche Versuche ist eine Durchführung in 
mehreren Perioden nicht notwendig. Will man die Ausnutzbarkeit eines 
Nahrungsmittels unter optimalen Verhältnissen feststellen, so empfiehlt sich. 
den Nährstoff, z. B. eine besondere Art Brot, in der Form zu geben, in 
der man es gewöhnlich zu genießen pflegt. Nur muß man darauf achten, 
daß die sonstige mit dem Prüfungsobjekt zu gebende Nahrung derartig 
zusammengesetzt ist, daß ihre Resorption (hinsichtlich Eiweiß-Fett-Kohle- 
hydrate) eine gute ist. Will man die Ausnutzbarkeit irgend eines Fettes 
beispielsweise prüfen, so wird man das Fett in mäßigen Mengen verab- 
reichen (nicht mehr wie 1009) und wird aus der übrigen Nahrung das 
Fett ganz fortlassen; ist es ein Eiweiß- oder Kohlehydrat, so gilt das gleiche 
von diesen Nährstoffen. 

Beispiele (nach ». Noorden): 

Es soll eine neue Brotart (N- und Kohlehydratträger) geprüft werden 
—— zweckmäßige Kost: 500 9 Brot (Prüfungsobjekt), 100 g Butter, 20 g Salz, 
12 Wasser, 12 Bier; oder es soll eine besondere Fettart, z. B. Lipanin, 
geprüft werden — zweckmäßige Kost: 300g zartes Fleisch, 400 y feines 
Weizenbrot, 100 y Lipanin, 20 9 Salz, 17 Wasser, 17 Bier. 

(Nahrung und Kot sind auf N, Kohlehydrate, Fett zu analysieren; der 
Versuch hat sich auf mehrere (3) Tage zu erstrecken; zweckmäßig zur 
sicheren Beurteilung Durchführung des Versuches an zwei Gesunden.) 

Unter pathologischen Verhältnissen kann es beim Menschen 
zu Störungen der Resorption kommen. Diese Resorptionsstörungen — 
meist im Gefolge von Erkrankungen der Leber, der Pankreas-, der Darm- 
wand — können die Ausnutzung des Eiweißes, der Fette und der Kohle- 
hvdrate betreffen, und zwar insgesamt für alle oder für den einen oder 
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den anderen Nährstoff allein. Hier hat die Aufgabe eines Ausnutzungsver- 
suches ein anderes Ziel. Es soll festgestellt werden, wie eine bestimmte 
Kost. die unter normalen Verhältnissen gut ausgenutzt wird, von dem Darm 
des Versuchsindividuums ausgenutzt wird. 

Zu diesem Zwecke gibt man eine Nahrung, über deren Resorption 
unter normalen Verhältnissen man hinreichend orientiert ist. 

Beispiel (v. Noorden): 

Milch 1000 em:, feines Weizenbrot 180 g, zartes Ochsenfleisch 200 g, 
Butter 709, Wasser, Wein, Salz nach Bedarf. 

Von dieser Kost gehen normalerweise mit dem Kot ca. 5—6°/, der 
Trockensubstanz, ca. 6°%/, des N, ca. 5—8°/, des Fettes zu Verlust. 

Versuchsdauer 3-- 4 Tage. | 

Oder man gibt eine Kost, die noch einfacher zu analysieren ist und 
die etwas größere Fettmengen dem Versuchsindividuum anbietet. (Bei ge- 
ringen Ferminsen, z. B. unter 50 g, sind relativ die Fettverluste durch die 
Fäzes größer als bei größeren Fettmengen, andrerseits gibt gerade die 
Fettresorption den besten Indikator Al en ne überhaupt.) 

Eine solche Kost besteht aus: 2 50—100 9 Butter, 100 bis 
200g Weißbrot. 

Von dieser Kost gehen normalerweise durch den Kot ca.5—10%, 
der Trockensubstanz, ca. 5—10°/ N, ca. 5—10°/, Fett zu Verlust. 

Versuchsdauer 2—4 Tage. 


Es sei hier schließlich noch ein Beispiel angeführt, in welcher Weise 
sich ein derartiger Ausnutzungsversuch, bei der die Nahrung und der Kot 
exakt analysiert sein muß, praktisch durchführen läßt. 


3tägiger Ausnutzungsversuch. 


| Einnahme | Fett N 
| | I | 
| 
| 1780 g Milch 53:4 
| 1. Tag | 50 y Butter 47:0 111 | 
| | 180 y Weißbrot en 
| 2500 y Milch 60:0 
2. Tag | 50 y Butter 470 134 
| 283 y Weißbrot 2 
| 2500 g Milch 60:0 
| 3. Tag | 50 g Butter 470 140 | 
| | 283 4 Weißbrot rn 
| Summe . .3144 | 385 


Ausscheidung durch Kot. Kot durch Karmin abgegrenzt, Kot frisch = 
— 246 g. Kot trocken =55 9, enthaltend 3:507°/, N, 1634°/, Fett. Mithin 
ausgeschieden 19299 N und 8:99 g Fett. 
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Bilanz. 
Einnahme an Fett = 314-4 Einnahme an N = 385 
Ausgabe durch Kot= 899 Ausgabe durch Kot= 193 
resorbiert = 30541 resorbiert —36D7g 
zu Verlust gegangen — 2:9°/, Fett. zu Verlust gegangen = 5°01°/, N. 


Ill. Eiweißstoffwechselversuche. 


Unter den Eiweißstoffen stellt der Stickstoff den für sie am charakteri- 
stischsten elementaren Bestandteil dar. Da auf 100 g Eiweiß 169 N entfallen, 
pflegt man aus dem N-Gehalt durch Multiplikation mit 6°25 auf den Eiweil)- 
gehalt zu schließen. Im Stoffwechselversuch beim Menschen werden die End- 
produkte des in den eigentlichen Stoffumsatz gezogenen Eiweißes durch den 
Harn ausgeschieden (die N-haltigen Produkte der Fäzes werden dabei als 
nicht resorbierte Nahrungsschlacken des Eiweißes in Rechnung gestellt, 
die N-Mengen, die unter normalen Verhältnissen mit dem Schweiß, den 
Haaren, den Nägein abgeschieden werden, dagegen vernachlässigt). 

Die Form, in der der Stickstoff den Harn verläßt, ist völlig irrelevant. 
da für den Eiweißstoffwechsel lediglich die gesamte N-Menge des Harns 
in Frage kommt. Der Eiweißstoffwechselversuch beim Menschen hat also 
allgemein die Frage zu verfolgen, wie verhält sich die Menge des mit dem 
Harn ausgeschiedenen N zu der Menge des per os aufgenommenen N ab- 
züglich des durch die Fäzes ausgeschiedenen N. 

Wir stellen den N der Nahrung im allgemeinen stets als Eiweiß 
schlechthin in Rechnung, was natürlich nicht zulässig ist, wenn z. B. gleich- 
zeitig N-haltige Produkte verfüttert werden, die nicht die molekulare Zu- 
sammensetzung des Eiweißes haben, z. B. Aminosäuren. In solchen Fällen 
kann aber auch nur eine Stickstoffbilanz gezogen werden. 


Bei der Anstellung eines Eiweißstoffwechselversuches ist die Kenntnis 
einiger physiologischer Tatsachen wichtig, da davon die Durchführbarkeit 
des Versuches abhängig ist. 

1. Bei völlig gleichmäßiger Kost ist die tägliche N-Ausscheidung des 
Harns unter normalen Verhältnissen eine gleichmäßige. Beträgt die N-Aus- 
scheidung (durch Harn und Kot) ebensoviel wie die N-Einnahme, so befindet 
sich das Individuum im N-Gleichgewicht. 

2. Beim Übergang von einer N-reicheren zu einer N-ärmeren Kost 
dauert es mehrere Tage, bis das Versuchsindividuum in N-Gleichgewicht 
kommt. Das gleiche ist der Fall beim Übergang von einer N-ärmeren zu 
einer N-reicheren Kost. 

Der Organismus sucht sich also der Eiweißzufuhr anzupassen, wobei 
bei täglich wechselnden N-Mengen in der Nahrung die 24stündige N-Aus- 
scheidung durchaus nicht dem innerhalb dieser Zeit eingenommenen Eiweiß-N 
zu entsprechen pflegt. 
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Dadurch wird es bei der Durchführung eines Eiweißstoffwechsels not- 
wendig, dem Hauptversuche eine längere (mindestens 3—4 Tage lange) 
Vorperiode vorangehen zu lassen. Die Aufgabe dieser Vorperiode ist es 
mit einem Worte, bei dem betreffenden Versuchsindividuum Stickstoffgleich- 
gewicht zu erzielen. Man kann sich übrigens die Aufgabe dadurch sehr 


erleichtern — z. B. bei Patienten in einem Krankenhause —, daß man 
1-2 Tage vor dem Beginne des Stoffwechselversuches die 24stündige 
Urinmenge auf den Gesamt-N analysiert und die Eiweißzufuhr — sofern 


nicht ganz besondere Ziele erstrebt werden — nach der Größe der N-Aus- 
scheidung (und zwar um 10°/, höher, weil auf die Kotverluste Rücksicht 
genommen werden muß) der letzten Tage bemißt: auf diese Weise kommt 
das Versuchsindividuum bereits in -den ersten Tagen der Vorperiode in 
Stickstoffgleichgewicht und man hat zu eleicher Zeit den Vorteil, schon 
in der sogenannten Vorperiode eine oleichmäßige Stickstoffausscheidung 
vorzufinden. 

> Weiter ist für die Anstellung eines N-Stoffwechselversuches die 
Kenntnis der Tatsache wichtig, daß Überernährung und Unterernährung 
(das Kalorienbedürfnis zugrunde gelegt) bei sonst gleichbleibender FEiweib- 
zufuhr die Größe der N-Ausscheidung durch den Harn zu beeinflussen ver- 
mag. Und zwar drückt Überernährung (meist:nur auf kürzere Zeit) die 
N-Ausscheidung herab, wobei die der Nahrung zugelegten Kohlehydrate 
in der eiweißsparenden Wirkung den Fetten überlegen sind; Unterernäh- 
rung führt zur Steigerung der N-Ausfuhr. Deshalb ist es unbedingt 
erforderlich. als Basis des Eiweißstoffwechselversuches das 
Versuchsindividuum in Kaloriengleichgewicht zu bringen. 

4, Wird in einer Versuchsreihe weniger N ausgeschieden, so bedeutet 
diese Zurückhaltung von N durchaus noch nicht, dab dieser N als Eiweib 
zum Ansatz gekommen ist, d.h. daß er das Protoplasma des Organismus 
vermehrt hat. Aus diesem Grunde spricht man auch bei einer positiven 
N-Bilanz im Eiweißstoffwechselversuch meist nur von N-Retention. Erst 
wenn gleichzeitig P, O, und S in dem Verhältnis retiniert sind, wie sie 
in dem Körpereiweiß enthalten sind (N:P, O0, = 6:1, N,S = 16 Ds 
man berechtigt, von Eiweißretention zu sprechen. Als Kontrolle dient der 
Vergleich des Körpergewichtes vor und nach dem Versuche, wobei in- 
dessen die Zunahme des Eiweißes durch sonstige Wasserverluste des 
Körpers verdeckt werden kann. 

In gleichem Sinne darf man bei N-Verlusten in einem Eiweißstoff- 
wechselversuch auch nicht ohne weiteres auf Einschmelzung von Protoplasma 
schließen. 

5. Wenn in einer Versuchsreihe in einer Periode bei Kaloriengleich- 
gewicht Stickstoffgleichgewicht erzielt worden ist und nunmehr in der 
Hauptperiode durch Zulage beispielsweise von Kohlehydraten N-Retention 
erzielt worden ist, so darf der Versuch mit diesem Hauptversuch nicht 
abschließen, sondern es muß diesem eine mehrtägige Nachperiode folgen. 
bei der das Individuum genau wie in der I. Periode auf Kaloriengleich- 


a 
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gewicht eingestellt ist. Man wird dann meist sehen, wie der Gewinn der 
Hauptperiode an retiniertem N in der Nachperiode wieder verloren geht. 
Allgemeiner gesagt: Jedem Eiweißstoffwechselversuch, der in der 
Hauptperiode auf N-Retention abzielt, hat eine Nachperiode zu 
folgen, die der Vorperiode gleich angeordnet ist. 

Von besonderer Wichtigkeit ist bei einem N-Stoffwechsel die tägliche 
Zufuhr der gleichen Flüssigkeitsmenge (in der gesamten Nahrung); ver- 
absäumt man dies, so sind oft die täglichen Urinmengen, die ausgeschieden 
werden, recht wechselnd und damit auch die täglichen N-Mengen. Durch 
größere Wassermengen kann daher N aus dem Körper ausgeschwemmt 
werden. Man kann darum auch versuchen, wenn sich in einem Stoffwechsel- 
versuche Retention von N ergibt, durch einmalige oder mehrmalige Zufuhr 
von Wasser einen Teil des retinierten N zur Ausscheidung zu bringen 
(Abderhalden). 

Auf Grund der eben erwähnten physiologischen Verhältnisse und der 
allgemeinen Ausführungen über Stoffwechselversuche ergibt sich für den 
speziellen Fall der Plan, den man für einen Eiweißstoffwechsel aufzustellen 
hat, von selbst; nichts desto trotz möge hier in großen Zügen für einige 
prägnante, häufig wiederkehrende Fälle der Plan skizziert werden. 

a) Aufgabe: Es soll untersucht werden, ob ein Individuum bei aus- 
reichender Kalorienzufuhr sich mit einer mäßigen, den unteren Schwellen- 
wert des Erhaltungseiweißes überschreitenden Eiweißmenge ins Gleichge- 
wicht zu setzen vermag. 

Die Versuchsperson wiegt 60 %g. Bettruhe. Durchführung des Ver- 
suches (zu analysieren: Nahrung auf N, Stuhl auf N, Urin auf N). 

I. (Vor-)Periode, 4tägig. Kalorienzufuhr 60 x 30 = 1800. Eiweiß- 
zufuhr (größer als 60 x 0'6), etwa 40 g. 

I. (Haupt-)Periode, 4tägige. Die gleiche Nahrung. In dem Falle, daß 
eine negative Bilanz eintreten sollte, fügt man eine III. Periode an mit 
Zulage von Kohlehydraten (100 K.H.) und eine IV. Periode, die den ersten 
beiden gleich beschaffen ist. 

V. Periode, 4tägig. Die gleiche Nahrung unter Fortlassung der Kohle- 
hydratzulage der III. Periode, nur 809 Eiweiß, eventuell kann man bei 
wiederum negativer Bilanz die Eiweißzufuhr weiter vermehren (VI, VI. ete. 
Periode) oder aber die Kalorienzufuhr (Kohlehydrate, Fette) steigern. Schließen 
alle diese Versuche mit einer negativen N-Bilanz, so ist das Resultat, daß 
sich das Individuum unter keinen Bedingungen in Stickstoffgleichgewicht 
zu setzen vermag, indem es ständig aus seinem Organismus N abgibt 
(„toxischer“ Eiweißzerfall). 

b) Aufgabe: Ist durch Zulage von Eiweiß zur Nahrung ein Eiweiß- 
ansatz zu erzielen ? 

Die Versuchsperson wiege etwa 70 %g; Bettruhe Durchführung 
(zu analysieren: Nahrung auf N, Stuhl auf N, Urin auf N). 

I. (Vor-)Periode, 4tägig. Kalorienzufuhr 70 x 30 = 2100. Eiweißzu- 
fuhr 80 g. 


Abderhalden, Handbuch der biochemischen Arbeitsmethoden. III. 64 
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II. Periode, Stägig. Kalorienzufuhr die gleiche, Eiweißzufuhr 200 g. 

III. Periode wie Periode I, 3tägig; nur tägliche Zulage von 3 / Wasser. 

IV. Periode wie Periode I, 4tägig (keine Wasserzulage). (Zweckmäßig 
ist bei diesen Stoffwechselversuchen auch gleichzeitig ein P, O,- und S- 
Stoffwechsel.) 

In ganz analoger Weise wie die eben skizzierten Versuche werden 
die Versuche durchgeführt, bei denen es sich um die Frage der Einwir- 
kung von Medikamenten auf den Eiweißstoffwechsel handelt. In diesen Fällen 
hat man darauf besonders zu achten, daß die täglichen N-Ausscheidungen 
in den einzelnen Perioden möglichst gleich sind. Vor-, Haupt- und Nach- 
periode müssen sich völlig in der Nahrung gleichen, nur dal) in der Haupt- 
periode das Medikament verabreicht wird, dabei kann man eventuell auch 
die Form der N-Kurve der täglichen Ausscheidungen verwerten. 

Dann mögen noch der Versuche Erwähnung getan werden, bei denen 
es sich darum handelt, zu sehen, mit welcher Schnelligkeit irgend ein Ei- 
weiß, beispielsweise Kasein oder Ovalbumin oder del., umgesetzt bzw. deren 
N zur Ausscheidung gelangt. Es empfiehlt sich dabei, die Kost in Vor-, 
Haupt- und Nachperiode ganz gleichmäßig zu halten und das zu unter- 
suchende Eiweiß in der Hauptperiode (nur) an einem Tage zu super- 
ponieren bzw. diesen Versuch nach mehreren Tagen zu wiederholen. Dabei 
kann man unter Umständen den Urin statt 24stundenweise (in der Haupt- 
periode 3—bstundenweise) auffangen und jede Urinportion getrennt auf 
den N-Gehalt analysieren. (Für die Gesamtbilanz müssen natürlich die 
24 Stundenwerte eingetragen werden.) 

Schließlich sei noch des in der Klinik früher vielfach beschrittenen 
Weges gedacht, der in dem Vergleich eines Stoffwechselversuches an dem 
Versuchsindividuum (meist nur N-Analyse des Harns!) mit dem eines Ge- 
sunden besteht. Selbstverständlich sind allgemeine Gesichtspunkte, die aus 
einer Summe von Erfahrungen gewonnen sind, für die Beurteilung jedes 
Stoffwechselversuches maßgebend, es ist indessen nicht angängig, zu sagen, 
daß, wenn A auf eine bestimmte Nahrung mehr oder weniger Stickstoff 
ausscheidet, als das als gesund angesehene Individuum B auf dieselbe Nah- 
rung, dal) dann das Versuchsindividuum A einen pathologischen Eiweil- 
stoffwechsel aufweist. Die Beurteilung eines Stoffwechselversuches ist eben 
nur möglich, wenn dieser absolut exakt aufgebaut und durchgeführt ist; 
die Schlußfolgerungen sind dann a priori gegeben. Auch die vielfach be- 
liebte Art, als Basis für die Beurteilung eines Eiweißstoffwechselversuches 
vom Hungerstoffwechsel auszugehen und zu sagen, nach unseren Erfah- 
rungen scheidet ein hungernder Mensch etwa am 10. oder 15. Krankheits- 
tage so und soviel N aus, folglich weiß ein Kranker, der sich im Ina- 
nitionszustand befindet und dessen N-Ausscheidung, damit verglichen, größer 
ist, einen toxischen Eiweißzerfall aus, ist unzulässig, da gerade im Hunger- 
zustand und vor allem bei chronischer Unterernährung individuell schwer 
übersehbare Verhältnisse mitspielen (Fettreichtum des Individuums, Ein- 
schränkung des Gesamtumsatzes etc.). 


_ un 
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IV. Kohlehydrat- und Fettstoffwechselversuche. 


Mit relativ einfacher Methodik, d.h. ohne kompliziertere Apparate, 
läßt sich normalerweise beim Menschen kein Kohlehydrat- oder Fettstoff- 
wechselversuch durchführen. Die Endprodukte des Kohlehydrat- und Fett- 
stoffwechsels werden als CO, zum größten Teil durch die Atemluft aus- 
geschieden und deshalb ist das Auffangen der Atemluft Vorbedingung der- 
artiger Stoffwechselversuche. 

Unerlaubt ist es, den Kohlehydrat- bzw. Fettumsatz aus der Größe 
der Resorption einer bestimmten Nahrung erschließen zu wollen: Die re- 
sorbierten Kohlehydrate und Fette brauchen durchaus nicht völlig umge- 
setzt zu sein, ein Teil kann ja als Fett abgelagert sein bzw. es kann der 
Körper bei einer, sein Kalorienbedürfnis nicht ausreichend deckenden Zu- 
fuhr sein eigenes Körperfett in einem gewissen Maße in den Umsatz ge- 
zogen haben. 

Trotzdem ist man unter gewissen, allerdings pathologischen Verhält- 
nissen imstande, einen Kohlehydratstoffwechsel auf exakterer Basis durch- 
zuführen, und zwar beim Diabetes mellitus. Hier wird ein Teil der mit 
der Nahrung zugeführten Kohlehydrate als Zucker (meist Dextrose, even- 
tuell auch Lävulose, Maltose und andere Zucker) wieder mit dem Harn 
ausgeschieden. In einem solchen Falle pflegt man den Kohlehydratstoff- 
wechselversuch so einzurichten, daß man die Menge der per os eingeführten 
Kohlehydrate mit den durch den Urin ausgeführten Kohlehydraten in 
Bilanz setzt; die Differenz der Ein- und Ausgabe wird dann als in den 
Umsatz gezogen angenommen. 

Im allgemeinen pflegt man bei der Durchführung solcher klinisch 
häufig in Frage kommender Versuche auf die exakte Analysierung der 
Nahrung hinsichtlich ihres Kohlehydratgehaltes zu verzichten und den Kohle- 
hydratgehalt der sonst exakt zu bereitenden und abzuwiegenden Nahrung 
nur nach den üblichen Tabellen, z. B. Königs Tabellen (1. e.), zu berechnen. 
Für die Mehrzahl der Fälle genügt das auch, indessen erfordert eine wirk- 
lich exakte Durchführung einer Versuchsreihe auch die Analysierung der 
Nahrung auf deren Gehalt an Kohlehydraten hin, wozu im übrigen meist 
wenig Analysen ausreichend sind (efr. die in der Einleitung S. 997 ent- 
wickelten Gesichtspunkte). 

Während man sodann beispielsweise bei einem N-Stoffwechselversuch 
stets den Kot-N zu analysieren hat, erübrigt sich bei derartigen Kohle- 
hydratstoffwechselversuchen diese Forderung für den Kohlehydratgehalt der 
Fäzes, da im allgemeinen (außer der Zellulose) die Kohlehydrate völlig 
resorbiert werden (bzw. der nicht resorbierte Rest im Darm vergoren 
wird). Man kann darum die eingenommenen Kohlehydrate (bei nicht allzu 
großen Mengen von Kohlehydraten) auch insgesamt als resorbiert an- 
sehen. 

Die Bestimmung der Kohlehydrate im Urin soll möglichst auf titri- 
metrischem Wege (Fehling, Knapp ete.) ausgeführt werden, da die Bestim- 
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mung durch Polarisation oder Vergärung bei Anwesenheit linksdrehender 
Substanzen und Zucker bzw. unvergärbarer Zucker im Urin leicht zu 
Fehlern Anlaß gibt. 

Im übrigen ist ein solcher Kohlehydratstoffwechsel unter gleichen 
Prinzipien durchzuführen wie ein Eiweißstoffwechselversuch, wobei man 
ebenfalls bei der Aufstellung der zu verabreichenden Nahrung vom Kalo- 
rienbedürfnis der zu untersuchenden Person ausgeht. Zu berücksichtigen 
ist dabei nur, daß auch Zucker durch den Harn in Verlust geht. Um die 
Größe dieses kalorischen Defizits muß natürlich die Kalorienzufuhr erhöht 
werden. 


Will man in solchen Versuchen die tägliche Zuckerausfuhr mit der 
Einnahme vergleichen, so muß das Individuum längere Zeit auf eine kon- 
stante Kost eingestellt sein, genau so wie beim Eiweißstoffwechsel. 


Für die Fälle, wo die Zuckerausfuhr die Einnahme übersteigt, wo 
also der Zucker aus anderen Stoffen (wahrscheinlich aus dem Eiweiß) ge- 
bildet werden muß, empfiehlt es sich, neben den Kohlehydraten auch den 
Stickstoff der Nahrung, der Fäzes und des Urins zu bestimmen. 


Bleibt die tägliche Stickstoffzufuhr (ebenso wie die Kohlehydrat- und 
Fettzufuhr) durch eine längere Zeit eine konstante, so kann man diejenige 
Zuckermenge des Harns, die sich nicht aus den mit der Nahrung einge- 
nommenen Kohlehydraten herleiten läßt, als aus dem Eiweiß entstanden 
ansehen. Man gelangt so zur Aufstellung eines Quotienten D: N (Dextrose 
zu Stickstoff). 


Die Größe dieses Quotienten gibt ein gutes Mal ab für die Schwere 
der diabetischen Stoffwechselstörung; so steigt der @uotient bei sehr 
schweren Fällen von Diabetes mellitus mitunter bis auf den Wert von 


- 


etwa 5 und mehr. 


Hier sei nur noch hervorgehoben, daß es in schweren Fällen von 
Diabetes mellitus mitunter zum Auftreten abnormer Produkte im Harn 
(Aceton, Acetessigsäure und 6-Oxybuttersäure) und in der Atemluft (Aceton) 
kommt, deren Menge quantitativ zu bestimmen ist. Während die mit der 
Atemluft ausgeschiedene Acetonmenge meist keine sehr große und deshalb 
eher zu vernachlässigen ist. können die im Urin ausgeschiedenen Acetonkörper 
sehr erhebliche Mengen darstellen. Man bestimmt im Urin Acetessigsäure 
+ Aceton gemeinsam als Aceton nach Messinger-Huppert, &-Oxybuttersäure 
nach Magnus- Levy u.a. Die Berechnung der £%-Oxybuttersäure aus der 
Linksdrehung des vergorenen Harns ist nicht einwandfrei. Man kann die 
Menge der Acetonkörper in Vergleich setzen mit der Menge des einge- 
nommenen Fettes. 


Hier sei noch erwähnt, daß es sowohl im Hunger wie bei einer Nahrung, aus der 
die Kohlehydrate ausgeschaltet sind, zum Auftreten derartiger abnormer Produkte 
kommt, deren Menge mitunter nicht unerheblich ist und die deshalb bei derartigen 
Stoffwechselversuchen in Berücksichtigung gezogen werden muß. 
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V. Nukleinstoffwechselversuche. 


Als Quelle für die Purine des Harns (Harnsäure + Purinbasen, deren 
Verhältnis im Harn unter normalen Verhältnissen etwa 10:1 ist) kommen 
zwei in Betracht, einmal die Fleischnahrung (Nahrungsnukleine), welche 
stets je nach ihrer Art mehr (Drüsen, wie Kalbsbries, Leber ete.) oder 
weniger (Muskelfleisch) Purine enthält, sodann die Zellen des Organismus 
selbst, welche sich in beständiger Mauserung befinden und darum dauernd 
Material zur Harnsäurebildung liefern. Danach unterscheidet man die ent- 
standene Harnsäure als exogene (der Nahrung entstammend) und als en- 
dogene (dem eigenen Zellstoffwechsel entstammend). Der Harnsäuregehalt 
des Urins gibt also ein Maß für die Zufuhr von Purinen in der Nahrung 
einerseits und für die Lebhaftigkeit des Zellkernstoffwechsels andrerseits. 

Purinstoffwechselversuche, die den Zweck haben, die Größe der Harn- 
säureausscheidung bzw. Purinausscheidung unter bestimmten Bedingungen 
kennen zu lernen, müssen stets von den endogenen Harnsäure- bzw. Purin- 
werten ausgehen. Um die Größe der endogenen Harnsäure bzw. Harnsäure 
+ Purinbasen kennen zu lernen, ist es erforderlich, dem Versuchsindividuum 
(längere Zeit hindurch) eine purinfreie Diät zu verabfolgen. Unter einer 
purinfreien Diät versteht man eine solche, bei der alle Vorstufen der Harn- 
säure, also alle Nukleine, strikte ferngehalten sind. (Das schließt natürlich 
nicht aus, daß man Eiweiß mit der Kost verabreicht, z. B. Milcheiweiß, 
Eiereiweiß u. del.) 

Als purinhaltig anzusehen sind die Fleisch- und Fischsorten aller Art, 
ferner junge Gemüse; hier sei eine purinfreie Kost angeführt, wie sie überall 
leicht zu beschaffen und vor allen Dingen auch in Spitälern gut durchzu- 
führen ist: 1'/, 7 Milch, 150 y Weißbrot, 50 Butter, 100.9 Speck, 150 9 
Gemüse (ca. 109 N und ca. 2300 Kalorien). 

Als endogener Harnsäure- bzw. Purinbasenwert wird nun die inner- 
halb 24 Stunden unter der purinfreien Kost mit dem Urin ausgeschiedene 
Harnsäure- bzw. Purinbasenmenge angesehen, wobei man, nachdem das 
Versuchsindividuum bereits einige (mindestens 3) Tage zuvor schon auf purin- 
freie Diät gesetzt worden war, den Durchschnitt einer größeren Reihe von 
Harnsäure- bzw. Purinbasenwerte als endogenen Wert bezeichnet. 

Im allgemeinen ist der Nukleinstoffwechsel nieht abhängig vom Gesamtstoff- 
wechsel, doch empfiehlt es sich bei der Durchführung eines Purinstoffwechselversuches, 
höhere Grade von Über- oder Unterernährung zu vermeiden, da dadurch der endogene 
Harnsäurewert mitunter beeinflußt wird. 

Versuche über den exogenen Harnsäurestoffwechsel werden gewöhn- 
lich angestellt in der Absicht, festzustellen, mit welcher Schnelligkeit und 
in welchem Umfange mit der Nahrung verfütterte Purinkörper in Harn- 
säure übergeführt bzw. als Purinbasen wieder ausgeschieden werden. 

Des quantitativen Begriffes wegen ist es aber notwendig, zur Ver- 
fütterung nur solche Körper zu nehmen, deren Purinbasengehalt exakt be- 
stimmt bzw. bestimmbar ist. (Daher sind Versuche mit Verfütterung von 
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Kalbsmilch, Leber, Nieren für die Beurteilung der quantitativen Verhält- 
nisse nahezu wertlos, sofern nicht der Gehalt der verfütterten Materie an 
Purinen jeweils bestimmt wird.) Im allgemeinen empfiehlt es sich, eine 
reine Nukleinsäure (z. B. Hefenukleinsäure !) oder «-Thymonukleinsäure 2) zu 
diesen Versuchen zu verwenden (eventuell reine Basen, z. B. Adenin, 
Xanthin). 

Um zu zeigen, wie derartige Versuche durchzuführen sind, sei hier 
ein praktisches Beispiel angeführt. 


| | 
R | 4 
| E & “ | EE 2 | zZ 7 2 | 
zZ ® 3 58 = a = | 
| & E = ee 3 2 = = Bemerkungen | 
| 7 IMMER HN | +B | 
| I. Periode (Vorperiode). 
log. 1860 | 8'135 |0:3717|0:1239|0:0157|0:1396| 79 Gleichmäßige purinfreie 
2 | 2000 | 8'400 10:3393,0°1131'0:0179/0:1310| 63 | Kost mit ca.10 gN pro die 
' 3 | 2200 | 8:324 |0:4323 01441 0:0161|0:1602| 90 - 
7 


‚Durchschnitt | 8286 03811 ‚0127000166 [01436 | {6 


| II. Periode (Hauptperiode). 
ı 4 | 2400 | 9:641 |0:7805 |0'2602|0°0163 102765 | 160 
| | | saurem Na= 1'335 gN; | 
| | | und 0'729 Purin-N. 
5 | 2000 | 9:464 109634 |0:3211,0'0185 03396 | 174 Desgl. 
6 | 2000 | 9:688 10°9408 03136 10:0134 10°3270| 234 Desgl. 
‚Durchschnitt | 9598 u 15:9 | — 
| Ill. Periode (Nachperiode). 
2500 530 03780 |0:1260/0°0154|0:1414 | 82 


| 


Zulage von 10 ghefenuklein- 


2000 | 8:330 |0:3531 |0:1177 00161 01338| 8:6 

2200 | 8355 |0:3936 10:1312\0:0172,0:1484| 76 

(Durchschnitt | 8'368 0:374910125 0:0162|0-1412 
| 


Moife ESS | 


81 | — 
Berechnung: 
Gesamt-N-Ausscheidung der Vorperiode = 24859 9 
Pa ii ‚ Hauptperiode = 28'793 4 
Mehrausscheidung in der Hauptperiode = 3'934 g 
Die Zulage an Nahrungs-N in Form von 10 g hefenukleinsaurem Natrium beträgt 


in der Hauptperiode 4'005 g; dieselbe ist also quantitativ im Urin als N wieder ausge- 
schieden. 


Gesamtharnsäure-N-Ausscheidung der Vorperiode = 0'3811 y (endogener Wert) 
„ Hauptperiode = 0'8949 g (endogene + exogene 
Harnsäure) 


Mehrausscheidung der Hauptperiode = 0°5138 9 (exogener Wert) 


‘) Käuflich von Boehringer in Mannheim. 
®) Wird aus Kalbsthymus dargestellt. 
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Die Menge des Nahrungspurin-N in den verabreichten 104 hefenukleinsaurem 
Natrium beträgt 2'169. Es sind also davon 23°8°/, als Harnsäure-N ausgeschieden wor- 
den. Die Purinbasenausscheidung ist in beiden Perioden gleich groß; es ist also die 
ganze Menge der zugeführten Nahrungspurine in Harnsäure umgesetzt worden, wovon 
jedoch nur 23°8°/, als solche ausgeschieden worden ist, während der Rest bis zum 
Harnstoff abgebaut und in dieser Form abgegeben wurde. 

Die Nachperiode verläuft ziemlich genau wie die Vorperiode und gibt also die 
endogenen Werte. Der Einfluß der Purinzufuhr erstreckt sich nicht mehr auf dieselbe. 

Wenn man Nukleinsäure verfüttert, empfiehlt es sich, in der dazu 
gehörigen Periode den Kot auf seinen Purinbasengehalt zu untersuchen, 
da ja immerhin die Möglichkeit vorliegt, daß die Nukleinsäure nicht völlig 
resorbiert worden ist. 

Methodisch sei für derartige Versuche besonders die Harnsäure- und 
Purinbasenbestimmung nach Krüger und Schmidt empfohlen. 


VI. Salzstoffwechsel. 


Die Durchführung eines Salzstoffwechselversuches erfordert vor allem 
anderen die allergrößte Exaktheit der Analysierung sowohl der eingenom- 
menen Nahrung wie der Ausscheidungen (Urin und Kot). Während z. B. 
bei einem Eiweißstoffwechsel zur Not die Stickstoffwerte, z.B. von Fleisch, 
sich aus Tabellen berechnen lassen, ist die Berechnung der Salze aus 
Tabellen völlig unzulässig. Jeder Salzstoffwechsel, bei dem die Nahrung 
nicht völlig exakt analysiert ist oder bei dem etwa die Fäzesanalvse fehlt 
oder dgl., macht den Versuch völlig unbrauchbar. 


Andrerseits ist die Analysierung der Nahrung auf den Gehalt an 
Aschenbestandteilen schwierig und zeitraubend; man wird daher versuchen, 
die Nahrungsverhältnisse so einfach zu wählen, daß man mit möglichst 
wenig Analysen auskommen kann, z. B. Analysierung einer Büchse Trocken- 
milch, die für 4 Tage etwa reicht, Analysierung eines Stück Fleisches, das 
für mehrere Tage reicht etc. (vgl. die in der Einleitung S. 997 entwickelten 
Gesichtspunkte). 

Die Salzstoifwechselversuche sind ebenfalls in Perioden durchzuführen, 
wobei man innerhalb dieser Periode die Bilanz aus der Einnahme (Nahrung) 
mit den Ausgaben (Harn und Kot) zieht. Der Periodenbau richtet sich 
natürlich nach dem mit dem Versuche verfolgten Zweck. Auch für den 
Salzstoffwechselversuch empfiehlt es sich bei der Aufstellung der Kost von 
dem Kalorienbedürfnis der Nahrung auszugehen. 


Die Salzstoffwechselversuche werden nun gewöhnlich nur für wenige 
Salze jeweils durchgeführt, wobei sich oft aus physiologischen Rücksichten 
kombinierte Untersuchungen verschiedener Salze als zweckmäßig ergeben. 
Beispielsweise ist es ratsam, wenn man einen Kalkstoffwechsel durchführen 
will, gleichzeitig auch den Maenesium- und P, O,-Umsatz zu verfolgen. 
Mit der Durchführung eines Schwefelstoffwechsels verbindet man zweck- 
mäßig die Durchführung des N-Stoffwechsels, da der Schwefel hauptsäch- 
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lich in organischer Form (an Eiweiß gebunden) eingeführt wird und sein 
Umsatz einen guten Indikator für den Eiweißumsatz abgibt. Den Natrium- 
stoffwechsel verbindet man mit dem Kalistoffwechsel, den Chlorstoffwechsel 
eventuell mit dem Natriumstoffwechsel u. dgl. m. 


Bezüglich des Chlorstoffwechsels sei noch darauf aufmerksam ge- 
macht, daß in der Klinik das Kochsalz unter Umständen als Indikator 
für die Funktionstüchtigkeit der Nieren gilt. Man pflegt dabei von einer 
sog. kochsalzarmen Diät auszugehen (Eier, ungesalzene Butter, ungesalzenes 
Weißbrot, ungesalzene Gemüse), bei der der betreffende Patient täglich 
etwa 2—3g Kochsalz ausscheidet. Gibt man dann an einem Tage 10 oder 
20g9NaCl, so wird ein nierengesundes Individuum diese Mehrzulage von 
Kochsalz innerhalb 24—-48 Stunden ausscheiden, während das nierenkranke 
Individuum einen Teil der Chloride unter Umständen im Körper zurück- 
behält bzw. die Ausscheidung von Chloriden langsam vollziehen wird. Zu 
derartigen, immerhin groben Versuchen, genügt die Bestimmung der Chlo- 
ride des Harns:; man wird indessen solche Versuche nicht als exakte Salz- 
stoffwechselversuche ansprechen können: jedenfalls zeigen sie aber, daß 
auch bei den Salzen vermehrte Ausscheidung eines Salzes wie eine Reten- 
tion unter Umständen nur die einfache Ausschwemmung eines in den 
Säften aufgestapelten Salzes bzw. dessen einfache Aufstapelung bedeuten 
können. 

Schließlich sei noch darauf hingewiesen, daß Schwefel und Phosphor 
in der Nahrung (sowohl in der vegetabilischen wie animalischen) in zwei 
verschiedenen Formen vorkommen; einmal (und zum größten Teile) in or- 
ganischer Bindung und dann in anorganischer Bindung. Aus diesem Grunde 
dürfte es sich in Zukunft empfehlen, bei Stoffwechselversuchen diese beiden 
getrennt in der Nahrung zu bestimmen. 


Zur Methodik der Aschenanalysen cfr. Bd. I, S. 372. 


VII. Wasserstoffwechsel. 


Einen exakten Wasserstoffwechsel durchzuführen gelingt nur unter 
Benutzung von Apparaten, in denen die Wasserdampfabgabe der Atemluft 
und der Haut bestimmt werden kann. Die Urinmenge an sich stellt nur 
einen aliquoten Teil der gesamten, vom Organismus ausgeschiedenen 
Wassermenge dar. 

Man wird trotzdem unter gewissen konstanten Verhältnissen, bei 
bettlägerigen Personen, die nicht fiebern und im temperaturkonstanten 
Raume sich aufhalten, die Urinmenge als einen brauchbaren Faktor des 
Wasserstoffwechsels ansehen können. Stoffwechselversuche in dieser Be- 
ziehung können natürlich nur auf die Nieren bezogen werden: Man unter- 
sucht beispielsweise die Wirkung eines Diuretikums auf die Harnmenge 
(an normalen oder pathologischen Nieren) oder untersucht den Einfluß 
großer Wassermengen auf die Schnelligkeit und Größe der Urinausschei- 


fr 


Gesamtstoffwechsel: Stoffwechseluntersuchungen an erwachsenen Individuen. 1015 


dungen. In den meisten Versuchen erübrigt sich die genaue Trockenana- 
Iyse der Nahrung zur Berechnung der zugeführten Flüssigkeit: Man kommt 
mit den tabellarischen Durchschnittsanalysen aus. Andrerseits kann man 
natürlich auch nur aus sehr groben Änderungen der Urinmengen (bei 
gleichbleibender Nahrung) irgend welche Schlüsse ziehen. Ergibt sich in 
einem Versuche, dal) bei Zufuhr einer größeren Wassermenge relativ wenig 
Urin ausgeschieden wird, so ist der Schluß, daß diese im Körper zurück- 
gehalten wird, zwar naheliegend, aber noch nicht auf alle Fälle berechtigt, 
sondern erst dann, wenn das Körpergewicht sich im gleichen Sinne ändert 
bzw. schon Ödeme auftreten oder aufgetreten sind. 


2) Stoffwechseluntersuchungen am Säugling. 


Von Leo Langstein, Berlin. 


Als geeignet zur Untersuchung des Stoffwechsels im Säuglingsalter kann 
nur eine Methodik bezeichnet werden, welche gestattet, Harn und Kot von- 
einander getrennt und quantitativ durch längere Zeiträume (zu- 
mindesteinige Wochen) aufzufangen, ohne daß Allgemeinbefinden 
und Stimmung des Kindes durch die erforderlichen Apparate 
und Prozeduren alteriert werden, mit anderen Worten: ohne 
daß die Stoffwechseluntersuchung als solche eine den Zustand 
des Kindes in irgend einer Weise beeinträchtigende Kompo- 
nente bildet. 

Daß Harn und Kot bis zur Verarbeitung in unzersetztem Zustande er- 
halten werden müssen, die Genitalien des Kindes vor jeglicher Schädigung 
(Präputial- oder Skrotalödem) zu bewahren sind, sind wohl selbstverständ- 
liche, die eingangs skizzierten ergänzende Forderungen.“ 

Unter den zahlreichen beschriebenen Original- und modifizierten Me- 
thoden halten nur zwei der Kritik stand; ihre Verbesserung erscheint 
kaum möglich, bzw. nötig, so daß sie an dieser Stelle mit gutem Gewissen 
auf Grund reichlicher eigener Erfahrung empfohlen werden können. 

Die eine, ausgezeichnet durch ihre Einfachheit, rührt von W. Freund) 
her; es ist jene, nach welcher die Breslauer Kinderklinik ihre zahl- 
reichen Stoffwechseluntersuchungen vorgenommen hat. 

Ich gebe die von Freund stammende Skizze und Beschreibung des 
Untersuchungsmodus in folgendem wieder. 

Der Säugling liegt im Bett auf einem Kissen, welches nur seinem 
Kopf und Rumpf zur Unterlage dient, während Anus und untere Extremi- 
täten darüber hinausragen und durch halstuchartig zusammengelegte, 
um Knie und Unterschenkel geschlungene Windeln von den Bettstangen 
her in leicht gespreizter Stellung erhalten werden (Fig. 273 A). Der 
untere Teil des Rumpfes liest auf einem Stück Guttaperchapapier, 
welches über den Rand des Kissens auf das ca. 15 cm tiefere Niveau 
der Matratze hinabreicht und sich daselbst noch etwa 20—30 em weiter 


ı) W. Freund, Chlor und Stickstoff im Säuglingsorganismus. Jhb. f. Kinderheilk. 
Bd. 48. S. 137 (1898). 
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erstreckt. Auf dieses Papier entleert das Kind seinen Stuhl. Das Kind 
trägt einen bruchbandartig angelegten Gurt mit einem runden, dem 
Penis zum Durchtritt dienenden Ausschnitt, welcher sich in eine den Penis 
umgebende Gummimanschette fortsetzt. In diese wird der Hals eines Urin- 
rezipienten derart hineingeschoben, daß der ganze Penisschaft sich im 
gläsernen Rezipienten befindet. (Form und Matlje des Rezipienten sowie 
die Anordnung desselben am Gurt sind aus den Skizzen B und © der Fig. 273 
ersichtlich.) Der Rezipient kann infolge der erwähnten Niveaudifferenz zwi- 
schen Kissen und Matratze soweit gesenkt werden, dal) einerseits ein Zurück- 
fließen des Urins unmöglich ist, andrerseits doch der Boden des Rezipienten- 
kolbens noch frei über dem Guttaperchapapier schwebt. In dieser Lage wird 
der Rezipient aufgehängt an einem 
die Matratze quer überspannenden 
Drahtbügel, der außerdem der Bett- 
decke zur Stütze dient und das 
Herabsinken derselben auf das Gutta- 
perchapapier verhindert. Rezipient 
und Papier können ohne Schwierig- 
keit gewechselt werden, wiewohl 
zugestanden werden muß, daß zum 
Rezipientenwechsel eine gewisse 
Einübung gehört, die sich besonders 
darauf zu richten hat, dal beim 
Einsetzen des Halses eine Läsion 
des Penis oder gar ein Einklemmen 
des Präputiums vermieden wird. In 
kurzer Zeit läßt sich jedoch eine 
solche Fertigkeit erreichen, daß jene 
Gefahren völlig außer dem Bereich 
der Möglichkeit liegen. Ähnliches 
gilt von der Anlegung des Gurtes, 
der auf der bloßen Haut liegt. ohne 
daß es bei genügender Sorgfalt zu Veränderungen derselben kommt. Nach 
- Belieben können Wägungen der Kinder mit Papier und Rezipienten, deren 
Gewicht vorher festgestellt ist, vorgenommen werden. Brustkinder werden 
mit beiden herausgenommen und angelegt. Von dem Guttaperchapapier läßt 
sich der Stuhl leicht mit destilliertem Wasser quantitativ herunterspülen. 
Die von Freund der Methodik nachgerühmten Vorzüge, die sowohl 
in ihrer Einfachheit liegen als darin, daß sie nur eine geringe Belästigung 
der Kinder mit sich bringen, bestehen unzweifelhaft zu Recht. Doch gebe 
ich dem im Folgenden beschriebenen Verfahren den Vorzug, da es sich 
_ für länger ausgedehnte Stoffwechselversuche besser eignet. !) 


Fig. 273. 


u SER S A FNRT 


') Vielleicht empfiehlt sich eine Modifikation des Rezipienten, die sich mir bei 
- einem Stoffwechselversuch an einem Fall von infantilem Myxödem als äußerst zweck- 
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Dieses Verfahren, das gegenwärtig in der Heubnerschen und 
Finkelsteinschen Anstalt ausschließlich zur Anwendung gelangt, läßt sich 
allerdings nicht mit ganz so primitiven Mitteln durchführen wie das erst- 
erwähnte, bietet aber den Vorteil einer bequemeren Lagerung des Säug- 
lings ohne der Gefahr der Abkühlung, so daß die Stoffwechselversuche 
mehrere Wochen lang durchgeführt werden können, ohne das Befinden 
des Säuglings zu beeinträchtigen.‘) Eine derartige Verlängerung ist aber 


ne ----2------- BR --_ An. .- 


en 


Fig. 274. 


Das Versuchsbett. 
T= Windelhose und Jacke 58cm lang; IIa = Brustgurt 56cm; IIb = Schultergurt 39 cm; 
II= Keilkissen 24cm hoch; IV = Wärmekasten 32 cm lang und 15cm hoch. 

mäßig erwiesen hat. (Hougardy-Langstein, Stoffwechselversuch an einem Fall von in- 
fantilem Myxödem. Jhb. f. Kinderheilk. N. F. Bd. 61. H.4. S.633 [1905].) Sie besteht 
darin, daß der Hals des gläsernen Rezipienten mit dessen Körper dureh einen Schliff 
verbunden wird. Es ist auf diese Weise nicht nötig, bei Wechsel des Rezipienten diesen 
jedesmal aus dem Gummirohr zu ziehen, wobei leicht Einklemmungen der Haut und 
dadurch Ödem zustande kommen können, insbesondere, wenn nicht immer eine sorg- 
fältige Hand zur Stelle ist. Bei nach obiger Angabe konstruiertem Rezipienten ist dies 
nicht zu befürchten, da das gläserne Ansatzstück beständig mit dem Gummirohr in Ver- 
bindung bleibt. 

') Es gelang mir, gemeinsam mit Kollegen Niemann, auf diese Weise einen 
2ötägigen Stoffwechselversuch an einer Frühgeburt vom ersten Tage des Lebens an 
ohne Störung durchzuführen. 


% 
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für die Beantwortung gewisser Fragen wie z. B. des Mineralstoffwechsels, 
durchaus notwendige: ein Postulat, dem bei der Erforschung dieser Materie 
seitens mancher Pädiater bisher leider nicht in der wünschenswerten Weise 
Rechnung getragen wird. 

Die Vorrichtung, die zur Ausführung der langfristigen Stoffwechsel- 
versuche notwendig ist, haben Bendix und Finkelstein‘!) angegeben. Sie 
ist durch die folgenden Abbildungen anschaulich. ?) 

Das Kind ruht auf einem im Bett ausgespannten, gegen das Kopf- 
ende zu durch ein oder mehrere Kissen unterstützten starken Tuch, das 


Fig. 275. 


Erster Akt der Vorbereitung zum Versuch. 
I= Watte; IT= Guttaperchaunterlage 45 cm lang, 43 cm breit. 


sich in zwei Fußteile auflöst, „die durch Aufschlagen und Feststecken 
zweier innerer Zipfel zu dütenförmigen Röhren für die Beine umgestaltet 
werden. Auf dieses Leintuch ist eine wollene Hemdhose aufgenäht. Anal- 
ausschnitt der Hose und Spalt des Tuches müssen mit ihren Spitzen genau 


!) Bendix und Finkelstein, Ein Apparat für Stoffwechseluntersuchungen am Säug- 
ling. Deutsche med. Wochenschr. Nr. 42 (1900). 

®) Nach Originalzeicehnungen unter Benutzung von von Ludwig F. Meyer angege- 
benen Maßen. 
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korrespondieren“.!) Das folgende Bild zeigt, wie vor Anbringung der Umgür- 
tungen und der Umhüllungen für die Beine diese ebenso wie der Körper 
des Kindes in dicke Lagen von Watte gepackt werden. Zugleich wird hier 
veranschaulicht, wie zum Zwecke des Auffangens der Fäzes eine Unterlage 
von Guttaperchapapier angebracht wird. 

Die Fig. 275 zeigt die Anbringung des Rezipientengurtes mit Rezi- 
pienten, die Art, wie das Ansatzstück des Rezipienten in die für das 
Auffangen des Harns bestimmte Flasche ragt und die Guttapercha-Unter- 


Fig. 276. 
TIIb — Rezipientengurt 16cm im Durchmesser, 25cm lang; VIIa = Rezipient 16cm im 
Durchmesser, 32 cm breit; VIIIT= Urinflasche 18 cm hoch. 


lage zu einem Beutel gefaltet und mit Sicherheitsnadeln befestigt wird, 
um auch flüssigen Kot ohne jeglichen Verlust auffangen zu können. 

Fig. 277 und 278 zeigen das Kind im Versuch und den Harnrezi- 
pienten mit der Lagerung des Penis in ihm in Profilansicht. Der Harn- 
rezipient besteht aus einer Glasampulle, die unter einem entsprechenden 
Winkel in ein Glasrohr ausläuft; über der Glasampulle befindet sich 
der zur Aufnahme des Penis dienende Gummiansatz, in den die zur Be- 
festigung dienenden Gurtstreifen übergehen. Die Form der Urinflasche ist 
beliebig; sie soll womöglich diekwandig und schwer zerbrechlich sein 
(Fig. 277 und 278). 


') Die gesamte erforderliche Apparatur ist bei Paul Altmann, Fabrik chemischer 
und bakteriologischer Apparate, Berlin NW., Luisenstr. 47, zu beziehen. 
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Wenn ich nicht anstehe, die eben beschriebene Art der Untersuchung 
des Säuglingsstoffwechsels als eine ideale zu bezeichnen. so schöpfe ich 
dazu die Berechtigung aus der Erfahrung, daß es auf diese Weise sowohl 
möglich ist, den Stoffwechsel äußerst lebhafter kräftiger Kinder gegen 
Ende des ersten Lebensjahres zu untersuchen, wie auch den von äußerst 
labilen Frühgeburten, ohne daß deren Wärmehaushalt oder Zustand leidet. 

Wenn sich auch in erster Linie Knaben als geeignete Versuchsobjekte 
erweisen, so gelingt es bei einiger Aufmerksamkeit doch auch. mit dem 


Fig. 277. Fig. 273. 
Kind im Versuch. Harnrezipient. 


geschilderten Apparat den Stoffwechsel von weiblichen Säuglingen zu unter- 
suchen. Allerdings sind für die Stoffwechseluntersuchung weiblicher Säug- 
linge auch besondere Modifikationen angegeben, wie von J. A. Schabad !), 
dessen Apparat sich im übrigen jedoch kaum von dem vorstehend ge- 
schilderten, auf den Prinzipien von Bendiz-Finkelstein basierenden unter- 
scheidet. 

Freund hat einen Harnfänger für weibliche Säuglinge angegeben, 
dessen Beschreibung und Abbildung, die er mir freundlichst zur Verfügung 
gestellt hat, ich im folgenden wiedergebe. 


') J. A. Schabad, Ein Apparat zum Sammeln von Harn und Kot für Stoffwechsel- 
üntersuchungen bei Kindern. Arch. f. Kinderheilk. Bd. 48. H. 5/6. S. 402 (1908); siehe 
daselbst auch Literatur. 
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„Das Anlegen des Rezipientenkörpers erfolgt mittelst eines Gummi- 
bandes, dessen Befestigung aus Fig. A ersichtlich ist. Die abgeschnittenen 
oberen Enden laufen in der Richtung der Darmbeinkämme, um sich dann 
hinten über der Kreuzbeingegend zu vereinigen. Die unteren freien Enden 
verlaufen wie die Schenkelriemen eines Bruchbandes und werden an dem 
gurtartigen Teil des Bandes mit Haken und Ösen unter angemessener 
Spannung befestigt. Die Lagerung des Kindes ist dabei die gleiche, wie 
sie von mir für den Stoffwechselversuch beim männlichen Säugling seiner- 
zeit angegeben worden ist (siehe Fig. 275). 

Der Harnfänger für weibliche Säuglinge wird naturgemäß nur in 
besonderen Fällen Verwendung finden, da der Rezipientenkörper individuell 
passend hergestellt werden muß (es sei denn, dab man über einen großen 
Vorrat verschiedener Größen und Formen verfügt). Die Herstellung ist 
indessen nicht besonders schwierig. Ich forme zunächst einen Rezipienten- 


A B 


Fig. 279. 
Harnfänger für weibliche Säuglinge. 
4. Von vorn (ohne Rezipientenkolbe). B. Von der Seite mit angelegtem Rezipienten. 
a — Aufblasbarer Gummiring. b—= Gummiverbindung. 


körper aus Plastilin (Deutscher Plastilin, Marke Sonnenrose), der sich den 
Dimensionen von Introitus und Formen des Versuchskindes gut anpaßt, 
und überziehe ihn alsdann mit Celluloid in möglichst starker Schicht. 
Dies geschieht durch mehrfach wiederholtes Übergießen bzw. Bepinseln 
mit einer Lösung von Celluloid (in Aceton). Nach 1—2 Tagen ist dann 
der plastische Kern von einem genügend starren Celluloidmantel umgeben, 
der Apparat gebrauchsfähig. Ovale Gummiringe von verschiedenen Größen 
können leicht vorrätig gehalten werden; es empfiehlt sich, sie auf der 
Seite, mit der sie der Haut der großen Labien angedrückt werden, mit 
Wildleder zu bekleben, das von der Haut außerordentlich gut vertragen 
wird, während Gummi bisweilen reizend wirkt.“ 

Vor den Erörterungen, in welcher Weise die Ernährung des Säug- 
lings während des Versuches vollzogen werden soll, je nachdem es sich 
um einen Stoffwechselversuch bei natürlicher oder bei künstlicher Ernährung 
handelt, seien noch einige Bemerkungen über die Besorgung des Kindes 
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während der Stoffwechselperiode und die mit dem Harn und Kot vor der 
Verarbeitung vorzunehmenden Manipulationen gestattet. 

Es ist notwendig, das Kind mindestens einmal täglich seiner Um- 
hüllungen zu entkleiden und genau nachzusehen, ob sich nirgends wunde 
Stellen oder Druckstreifen durch ungenügende Polsterung gebildet haben. 
Je sorgfältiger das Kind in Watte gepackt wird, um so eher wird sich ein 
derartiges Vorkommnis vermeiden lassen. Daß auch die Genitalien genau 
nachgesehen werden müssen, um ein beginnendes Präputial- oder Skrotal- 
ödem nicht zu übersehen, ist selbstverständlich; denn ein solches würde die 
Fortsetzung des Versuches verbieten. 

Während das Kind besichtigt wird, muß selbstverständlich dafür 
Sorge getragen werden, dal nicht gerade in dieser Zeit entleerter Harn 
resp. Kot verloren gehen und dadurch die Mühen eines langfristigen Stoff- 
wechselversuches illusorisch gemacht werden. Da, um den Zustand der 
Genitalien nachzusehen, nur die momentane Lüftung des Rezipienten not- 
wendig ist, ist ja ein Verlust des Harns bei geschicktem Vorgehen kaum 
zu befürchten. Um keinen Kot zu verlieren, wird man das Kind auf der 
Guttaperchaunterlage belassen. Sollte es notwendig werden, den Rezipienten 
für längere Zeit beiseite zu lassen, so kann man währenddessen ein Erlen- 
meyerkölbchen mit ein paar Heftpflasterstreifen vor dem Genitale be- 
festigen. 

Während des Versuches das Kind zu baden empfiehlt sich nicht, 
da dabei Verluste an Harn und Kot fast unvermeidbar sind; die tägliche 
Waschung erfüllt vollständig den gleichen Zweck. 

Es ist eine selbstverständliche Forderung der Versuchsanordnung, daß 
der Harn unzersetzt erhalten wird. Vor der Zersetzung schützt ihn bei 
der geschilderten Methodik die Tatsache, daß er nur mit Glas und nicht 
mit Gummi oder Kautschuk in Berührung kommt. (Alle Methoden, die diese 
Berührung nicht vermeiden, müssen von vornherein die größten Bedenken 
erregen.) Um den Urin im Auffangegefäß unzersetzt zu erhalten, hat 
man die Anwendung antiseptischer Mittel, Thymol, Chloralhydrat, empfohlen; 
gegen die beiden genannten ist nichts einzuwenden: es genügt, einen 
kleinen Kristall in den Rezipienten zu geben. Chloroform wird besser ver- 
mieden, da die sich entwickelnden Dämpfe zur Reizung der Haut und 
Schleimhaut des Genitales Veranlassung geben. Sobald sich in dem Rezi- 
pienten Harn befindet, was alle ein bis zwei Stunden der Fall ist, wird 
er gegen einen leeren umgewechselt und der Harn in das im gleichen 
Zimmer befindliche zur Aufnahme des 24stündigen Quantums bestimmte 
Hauptgefäß gefüllt. Dieses befindet sich zweckmäßigerweise in einer mit 
Eiswasser gefüllten Schale und enthält zur Konservierung des Harns 10 cm® 
Toluol. Zum Nachspülen der Urinflaschen nach Entleerung in das Haupt- 
gefäß bedient man sich am besten einer genau bestimmten, für alle Ver- 
‚ suchstage gleichen Quantität destillierten Wassers. Mit diesem Waschwasser, 
das ebenfalls auf Eis gehalten wird, werden die gleichen Bestimmungen 
vorgenommen, wie mit der Hauptquantität des Harns. 


Abderhalden, Handbuch der biochemischen Arbeitsmethoden. III. 65 


j; 
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Ob die Bestimmung der einzelnen Bestandteile in je 24stündigen 
Harnmengen gesondert vorzunehmen ist oder mehrere Tagesquanten zu 
diesem Zwecke vereinigt werden sollen, hängt von den speziellen Aufgaben 
ab, die zu beantworten sind. Man wird immer zu bedenken haben, daß die 
Ausrechnung der Bilanz für jeden Tag deswegen nicht immer angebracht 
ist, weil der Urin nicht regelmäßig vor Beginn eines neuen Versuchstages 
entleert wird, so daß nur große Differenzen einen Schluß zulassen. Andrer- 
seits möchte ich bei Ermittlung des Ammoniakwertes z. B. unbedingt raten, 
die Bestimmung in jeder 24stündigen Portion gesondert vorzunehmen, um 
den Gefahren einer Zersetzung des Harns zu entgehen. Daß gerade diese 
Forderung nicht immer beachtet wurde, hat der Aufklärung gewisser wich- 
tiger pädiatrischen Stoffwechselfragen hindernd im Wege gestanden. 

Die Abgrenzung des Kotes hat sämtlichen Pädiatern, die sich mit 
Stoffwechselfragen praktisch beschäftigen, die größten Schwierigkeiten ge- 
macht. Dieser Umstand kommt auch in der Kritik diesbezüglicher Methoden 
seitens Üzerny und Keller !) zum Ausdruck, die raten, von jeder Abgrenzung 
abzusehen, die doch nur bei Entleerung von festem Kot möglich, von 
breiigen resp. flüssigen Fäzes illusorisch sei. Auch ich habe mich über- 
zeugen können, daß eine Abgrenzung mit Karmin oder fein zerriebener 
Tierkohle nicht oder höchst unvollkommen gelingt, da die Entleerung der 
festen Partikelchen eine ganz unregelmäßige ist. Außerdem haftet dem 
Karmin, wenn es in größeren Dosen verabfolgt wird, der Nachteil an, Durch- 
fälle zu verursachen. Trotzdem möchte ich im Interesse der Exaktheit auf 
den Versuch der Abgrenzung nicht verzichten, rate jedoch, denselben mit 
geringen Mengen von Eichelkakao resp. Heidelbeersaft vorzunehmen. Man 
kommt da doch häufiger zum Ziele, als man nach den Ausführungen 
Üzerny-Kellers anzunehmen geneigt wäre. 

Die Analysen von Harn und Kot, — letzterer ist sorgfältig vom 
Guttaperchapapier in eine Porzellanschale herunterzukratzen resp. mit de- 
stilliertem Wasser abzuspritzen (die Wägung des Guttaperchapapieres vor 
und nach dieser Prozedur und Trocknung gibt das Gewicht des feuchten 
Kotes) — werden nach den bekannten Methoden vollzogen. Nur sei darauf 
hingewiesen, daß es sich, der Eigentümlichkeit der Nahrung entsprechend, 
häufig um stark fetthaltige Fäzes handelt, deren Trocknung Schwierig- 
keiten macht. Diese gelingt jedoch meist, wenn den Fäzes während des 
Trocknens auf dem Wasserbade Alkohol oder nach der Vorschrift von 
Gregor ?) Milchzucker zugefügt wird. 

Das Ziel eines jeden Stoffwechselversuches ist die Ermitt- 
lung der Bilanz zwischen Einnahmen und Ausgaben. Es genügt 
daher nicht die quantitative Analyse von Harn und Kot,’ son- 
dern diese wird erst verwertbar durch die genaue Kenntnis der 
Zufuhr. Es kann nicht scharf genug dagegen Verwahrung ein- 


!) Czerny und Keller, Des Kindes Ernährung, Ernährungsstörungen und Ernäh- 
rungstherapie. Ein Handbuch £. Ärzte ete. S. 104. 
?) Siehe bei Czerny und Keller, ]. c. 
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gelegt werden, sich mit den in den Hand- und Lehrbüchern ge- 
bräuchlichen Durchschnittszahlen für die Analysen der Nah- 
rungsmittel zu begnügen und diese bei der Ausrechnung des 
Stoffwechselversuches zu interpolieren. Speziell für das uns inter- 
essierende, leider noch ziemlich jungfräuliche Problem ist zu fordern, daß 
die Analysen der Einfuhr mit derselben Exaktheit vorgenommen 
werden wie die der Ausgaben; nur so werden wir allmählich zu kon- 
kreten Vorstellungen über den Stoffwechsel des Säuglings bei verschieden- 
artigen Ernährungsbedingungen und Zuständen kommen. 

Die Schwierigkeiten, denen wir durch die Materie an und für sich 
begegnen, sind ohnehin groß genug. Das lehrt uns am besten das Studium 
des Stoffwechsels bei natürlicher Ernährung. Physiologisch sind die Verhält- 
nisse bei dieser Art der Ernährung nur dann, wenn die eigene Mutter das 
Kind stillt. Indem wir das Kind mit vorgelegtem Rezipienten resp. Erlen- 
meyerkölbehen und Beibehaltung der Guttaperchaunterlage, um jeglichen 
Verlust von Harn und Kot während des Trinkaktes zu vermeiden, vor und 
nach diesem wägen, werden wir uns über die Quantität der aufgenommenen 
Nahrung allerdings orientieren können. Es erübrigt dann aber noch die 
quantitative Bestimmung der einzelnen Milchbestandteile (Stickstoff, Fett, 
Zucker, Salze), die in der getrunkenen Milchmenge auszuführen ein Ding 
der Unmöglichkeit ist. 

Es besteht also die Notwendigkeit, sich durch Analyse anderer Milch- 
proben eine Vorstellung über die chemische Zusammensetzung der ge- 
trunkenen Milch zu bilden. Darin liegt die große Schwierigkeit, die sich 
einem exakten Stoffwechselversuch bei natürlicher Ernährung entgegen- 
stellt. Denn die Sekretionsphysiologie der Brustdrüse lehrt, daß die einzelnen 
Trinkportionen schon während eines Trinkaktes chemisch voneinander 
differieren können — für das Fett ist diese Tatsache wenigstens mit 
Sicherheit erwiesen —, so dal) aus der Analyse einer beliebig entnommenen 
Probe nicht auf die Zusammensetzung der ganzen Mahlzeit geschlossen 
werden darf. Zur Vermeidung größerer Fehler haben Camerer und Söldner!) 
in den 12 Tagesstunden die gesamte Milch gesammelt, welche sie durch 
Saugen und Streichen erhalten konnten, und sie zur Analyse benutzt; 
Schlossmann ?) nimmt die Milchgewinnung in der Weise vor, daß er einige 
Stunden nach dem Trinken des Säuglings aus der einen Brust die andere 
möglichst vollständig entleeren läßt, Gregor ®) wiederum versuchte, sich die 
zur Analyse erforderliche Milchmenge dadurch zu verschaffen, daß er 
möglichst viele Stichproben während der Mahlzeiten des Säuglings abzog. 


1) Camerer und Söldner, Analysen der Frauenmilch, Kuhmilch und Stutenmilch. 
Zeitschr. f. Biol. Bd. 33 (1896). 

2) Schlossmann, Zur Frage der natürlichen Säuglingsernährung. Arch. f. Kinder- 
heilkunde. Bd.30 (1900). — Derselbe, Weiteres zur Frage der natürlichen Säuglings- 
ernährung. Arch. f. Kinderheilk. Bd. 33 (1902). 

®) Gregor, Der Fettgehalt der Frauenmilch und die Bedeutung der physiologi- 
schen Schwankungen desselben in bezug auf das Gedeihen des Kindes. Sammlung klin. 
Vortr. N. F. Nr. 302. 

65* 
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Reyher‘) macht all den genannten Methoden den Vorwurf, dab sie 
nicht dem physiologischen Verhalten der Brustdrüsensekretion Rechnung 
tragen und daher auch nicht zu Rückschlüssen auf die Zusammensetzung 
der getrunkenen Milchmenge berechtigen. 

Als einwandfreie Methode der Milchgewinnung bezeichnet er folgende. 

Man entnimmt durch -Saugen innerhalb 24 Stunden vor und nach 
jedem Anlegen des Kindes genau die gleiche Menge Milch und gießt die 
Einzelportionen zu einer Mischmilch zusammen, die analysiert wird. Um 
diese Methodik der Milchgewinnung bequem ausführen zu können, hat 
Reyher eine Milchpumpe anfertigen lassen, die es ermöglicht, von vornherein 
gleich das genau festgesetzte Quantum 
abzusaugen. Folgende Skizze veran- 
schaulicht diese Milchpumpe (Fig. 280). 

Es kann nicht geleugnet werden, 
dal die von Reyher empfohlene Art, die 
Milch zu entnehmen, mit großen Mühen 
verknüpft ist, da man gezwungen ist, 
bei jeder einzelnen Mahlzeit des Kindes 
selbst anwesend zu sein, um die genau 
gleichen Mengen durch die Saugpumpe 
zu gewinnen oder diese Prozedur durch 
eine absolut zuverlässige Person aus- 
führen zu lassen. Die Anwendung dieser 
Methodik führt allerdings zu richtigen 
Vorstellungen über die Quantität des 
zugeführten Fettes. Die exakte Beweis- 
führung, daß bezüglich der übrigen 
Frauenmilchbestandteille das gleiche 
Verhalten vorliegt, steht noch aus. 

Man wird die geschilderten 
Schwierigkeiten umgehen können, wenn 
man den Stoffwechselversuch bei natürlicher Ernährung nicht in der ge- 
schilderten Weise vornimmt, sondern das Kind mit abgezogener Frauen- 
milch aus der Flasche ernährt. So kann man eine Mischmilch für den 
ganzen Tag herstellen, von der die Analyse eines Teiles zu absolut 
sicheren Werten führt. Nur wird man zu bedenken haben, daß dieser Er- 
nährungsmodus nicht dem physiologischen entspricht. Je nach den Zielen, 
die man im speziellen Falle durch den Stoffwechselversuch anstrebt, wird 
man das eine oder das andere Verfahren wählen — jenes, dessen Fehler 
für den gedachten Zweck weniger in Betracht kommen. 

Bei den Stoffwechselversuchen mit künstlicher Nahrung fällt die Un- 
sicherheit bezüglich der Analysenwerte weg. Die Milchmischung wird ja 


Fig. 280. 


!) Reyher, Über den Fettgehalt der Frauenmilch. Jahrb. f. Kinderheilk. N.F. 
Bd. 61. H.4. S. 601 (1905). 
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für je 24 Stunden im voraus bereitet und eine Probe für die Analyse steht 
ohne weiteres zur Verfügung.) Gleichviel, ob der Stoffwechsel bei natür- 
licher oder künstlicher Ernährung untersucht wird, als Regel muß gelten, 
jene Nahrung, deren Einfluß) auf den Stoffwechsel untersucht werden soll, 
schon längere Zeit vorher unter den gleichen äußeren Bedingungen zu 
geben, damit bei Beginn des Versuches die Schwankungen ausgeglichen sind. 

Während chemische Analysen der eingeführten Nahrung und von Harn 
und Kot in größerer Anzahl vorliegen, steht die Untersuchung des 
Gesamtstoffwechsels im Säuglingsalter (Kohlensäure, Wasser, Sauer- 
stoff) erst im Beginn. Abgesehen von primitiven Versuchen mit der Gummi- 
maske zur Ermittlung des Lungengaswechsels?) Neugeborener, sind in 
erster Linie die klassischen Versuche von Rubner und Heubner®) zu 
nennen, die sich eines nach dem Pettenkoferschen Prinzip gebauten 
Kastens bedienten. 

Der Versuchskasten, in dem sich der Säugling befand, war 75 cm lang, 
50 em hoch und 50 cm breit, aus Weißblech hergestellt und oben mit einem 
Glasdeckel versehen. Der Säugling lag in einer Höhe von 20 cm über dem 
Boden des Kastens auf einem weitmaschigen Drahtnetz, wie gewöhnlich 
eingewickelt. Der nutzbare Luftraum des Kastens betrug nach Abzug des 


') In Berlin kommt die Viktoriaparkmolkerei soweit entgegen, daß sie ein großes 
Milehquantum durchmischt, abkühlt und nach einem besonderen Verfahren pasteurisiert; 
die Milch ist auf Wochen hinaus haltbar und genießbar. Man hat von ihrer Anwendung 
den großen Vorteil, daß man mit einer Qualität für die ganze Versuchsdauer 
auskommt, was nicht nur von den unvermeidlichen Schwankungen der Milchzusammen- 
setzung unabhängig macht, sondern auch viel Arbeit erspart, da man nur eine Ana- 
lyse für den ganzen Versuch benötigt. 

*) Literatur siehe Zuntz, Gaswechsel junger säugender Tiere im Handbuch der 
Physiologie von Hermann. Bd.4. T.2. S.129ff. — Eckerlein, Zur Kenntnis des Atem- 
mechanismus bei Neugeborenen. Zeitschr. f. Geburtsh. u. Gynäkolog. Bd. 19. — Büchner, 
‚Die Größe des Luftwechsels in den ersten Lebenstagen. Inaug.-Diss. Bonn 1892. — Dohrn, 
Über die Größe des respiratorischen Luftwechsels in den ersten 10 Lebenstagen. Zeitschr. 
f. Geburtsh. u. Gynäkologie. Bd. 32. H.1. — Enrico Mensi, Il ricambio respiratiorio nels 
'neonato umano. Giornale della R. Accademia di medieina di Torino 1894. — Poppi, N 
ricambio materiale e il ricambio respiratiorio nell atrofia infantile. Bologna 1901. — 
Forster in Pettenkofer und Ziemssen, Handb. d. Hygiene. Leipzig 1852. Bd.1. Abt. I. 
S. 76. — Scherer, Die Respiration des Neugeborenen und Säuglings. Jahrb. f. Kinderheilk. 
Bd.43. S. 471 (1896). („Bei der Versuchsanordnung Scherers befand sich das Kind in 
einem ca. 37 I fassenden Respirationsraum, dessen Luft durch einen Ventilationsapparat 
in fortwährender Bewegung war. Der zur Atmung notwendige Sauerstoff wurde aus einer 
Elkanschen Sauerstoffbombe zugeleitet und gemessen, die vom Kinde ausgeatmete Kohlen- 
säure in Kalilauge aufgefangen. Durch Analyse der Luft im Respirationsraum vor und 
nach dem Versuch erhielt man die Differenz des Sauerstoff- und Kohlensäuregehaltes 
auch dieses Raumes. Die Werte wurden zu den durch direkte Messung gefundenen hinzu- 
gerechnet. Versuchsdauer 2 Stunden“, zit. nach Rubner und Heubner.) 

») Rubner und Heubner, Die natürliche Ernährung eines Säuglings. Zeitschr. f. 
Biologie Bd. 36. S.1 (1898). — Dieselben, Die künstliche Ernährung eines normalen 
und eines atrophischen Säuglings. Zeitschr. f. Biologie. Bd. 38. S. 315 (1899). — Die- 
selben, Zur Kenntnis der natürlichen Ernährung des Säuglings. Zeitschr. f. experim. 
Pathol. u. Therapie. Bd.1. H.1. 8.1. 
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Volumens für Versuchskind ete. 150 2. Der Luftdurchgang war so reguliert, 
daß ca. 1000 bis 12507 Luft pro Stunde den Kasten durchströmten. 
Rubner und Heubner führten Versuche von viertägiger Dauer aus. Sie 
wurden an einem verhältnismäßig sehr kleinen Kasten vorgenommen. Dabei 
kam es vor, dal sich die Wände zeitweise reichlich mit Wasser beschlugen. 
Man konnte auch in ihm nicht ein ganzes Bett mit der vorstehend be- 
schriebenen verbesserten Stoffwechselschwebe unterbringen. 

Bei der Aufstellung eines Respirationsstoffwechselapparates im Labo- 
ratorium des Kaiserin Auguste Viktoria-Hauses zur Bekämpfung der Säug- 
lingssterblichkeit im Deutschen Reiche wurde daher nach meinen Angaben 
ein größerer Respirationsraum gewählt, der in den Abmessungen etwa dem 


Fig. 281. 


Aufstellung des Respirationsapparates im Kaiserin Auguste Viktoria-Hause 
zur Bekämpfung der Säuglingssterblichkeit im Deutschen Reiche. 


jetzt von Rubner für den Erwachsenen benutzten Apparat analog ist. Er 
kann auch für etwas ältere Kinder (bis zu 4 Jahren) benutzt werden. 
Die Innenmaße sind die folgenden: 


Höhe 1m 49 cm 
Tiefe 1m 22 cm 
Breite 1m 


Der Luftraum beträgt etwa 1'8 cm3. Die allgemeine Einrichtung ist 
aus der Fig. 281 zu erkennen. 


Fi 
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Betreffs des Prinzips sei auf den entsprechenden Abschnitt über den 
Respirationsstoffwechsel beim Erwachsenen verwiesen. 


Vor der Verwendung zu Untersuchungen am Säugling wurden an diesem Apparat 
von Bahrdt und Edelstein‘) die bei jedem neuen Apparat nötigen Dichtigkeits- und 
Kontrollversuche vorgenommen. Außerdem wurden aber auch noch eine Reihe längerer 
Versuche angestellt, die den Zweck hatten, die Zulässigkeit der beim Säugling ver- 
änderten Versuchsanordnung zu prüfen. 

Es wurden im ganzen 21 sogenannte Kerzenversuche angestellt, bei denen die Be- 
dingungen so variiert wurden, daß die Fehlerquellen möglichst rein zum Ausdruck kamen. 

Die Brauchbarkeit des Apparates in den oben genannten Abmessungen und in 
der zum Teil nachträglich verbesserten Ausführung der vereinigten Fabriken für Labo- 
ratoriumsbedarf in Berlin wurde einwandfrei erwiesen. 

Die wichtigsten Abweichungen ergeben sich beim Säugling dadurch, daß der 
Versuch bei jeder Nahrungsaufnahme unterbrochen werden muß, während beim Er- 
wachsenen die Nahrung durch eine Klappe in den Apparat gereicht werden kann. Die 
Tür muß geöffnet werden, die Luft im Innern gleicht sich mit der Zimmerluft aus. 

Das Bett des Säuglings wird herausgefahren. Die in der Abbildung sichtbaren 
Schienen haben sich dabei bewährt. Das Unterlassen des Herausfahrens empfiehlt sich 
nicht; das Füttern im Kasten ist schwierig und würde Fehler durch die Respiration 
des Erwachsenen bedingen. 

Die Kerzenversuche sind sehr geeignet zur Prüfung des Apparates. Die Kohlen- 
säure und die Wasserproduktion einer Kerze unterscheidet sich nur wenig von der 
eines Säuglings. Eine Kerze liefert etwa 3mal so viel CO, und etwa ?/, so viel Wasser- 
dampf wie ein Säugling. Man verwendet am besten die Normalkerzen vom Verband 
Deutscher Kerzenfabrikanten. Eine einmalige Analyse der Kerze genügt, da die Unter- 
schiede zwischen verschiedenen Kerzen dieser Art nicht in Betracht kommen. Die 
benutzten Kerzen lieferten 310°6°/, CO, und 132°/, H,O. Der Docht braucht bei der 
Analyse nicht berücksichtigt zu werden. Eine Kerze brennt etwa 6—7 Stunden. 

Es empfiehlt sich auch, wenn die ersten Kerzenversuche stimmen sollten, doch vor 
Beginn der Untersuchungen eine größere Reihe von Kerzenuntersuchungen anzustellen, 
da man nach unserer Erfahrung erst dadurch eine genügende Sicherheit erlangt. 

Es wurde von Bahrdt und Edelstein auch ein halbes Dutzend längerer Kerzen- 
versuche von 23—24 Stunden Dauer angestellt. Man braucht dazu nacheinander vier 
Kerzen, die vorher gewogen und im Kasten aufgestellt wurden. Die Pausen müssen 
dann so gelegt werden, daß man in einer Pause eine Kerze löscht und eine neue an- 
zündet. Diese längeren Versuche dienten hauptsächlich dem Studium der etwa durch 
die Pausen bedingten Fehler. Es wurden 5 Pausen zu je-10 Minuten eingeschoben. Der 
Kasten wurde dabei geöffnet und die Kerze sofort ausgelöscht. Die Tür blieb weit offen. 

Während der Pausen ließen wir nach dem Vorgange Rubners und Heuöners den 
Motor mit den Gasuhren weiterlaufen. Dies bietet den Vorteil, daß das zuweilen vor- 
kommende Stehenbleiben eines Zeigers beim Anlaufen der Uhren sicherer vermieden 
wird. Bei Beginn des Versuches überzeugt man sich vom Vorwärtsschreiten der Zeiger. 

Einen Fehler bedingt das Weiterlaufen nicht, da es hinsichtlich der Analyse 
der Ausatmungsprodukte nur auf eine Differenz ankommt und während der Pausen im 
Einstrom und in der Kastenöffnung des Ausstroms die gleiche Luft war. 

Besondere Versuche zeigten, daß allerdings ein Fehler eintreten kann, wenn 
die Zimmerluft sich wesentlich von der Außenluft, die dem Apparat durch eine Rohr- 
leitung zugeführt wird, unterscheidet. Dies kann sich besonders dann ereignen, wenn die 
verbrauchte Luft, die durch die große Gasuhr mit Wasser gesättigt wird, nicht aus 
dem Zimmer herausgeleitet wird, wie dies bei unseren ersten Versuchen der Fall war. 
Das Herausleiten der verbrauchten Luft ist auch notwendig, weil diese beim Passieren 
der großen Gasuhr, in der sich stagnierendes Wasser befindet, einen unangenehmen, 


') Bahrdt und Edelstein, Zeitschr. f. Biol. 1910 (noch nicht im Druck erschienen). 
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stickigen Geruch annimmt. Wenn man die Abluft in einen Ventilationsschacht leitet, 
beachte man, ob dieser gut zieht, da sonst die Luft in das Zimmer zurücksinkt (das 
Abluftrohr ist auf der Abbildung nicht zu sehen). 


Aus denselben Gründen empfiehlt es sich, den Apparat, in dem die Zuluft vor- 
gewärmt (bzw. angefeuchtet) werden soll (rechts in der Abbildung), nicht mit einer offenen 
Gasheizung zu versehen, sondern entweder elektrisch zu heizen (mit einer kleinen Heiz- 
platte, die man etwa 25cm unterhalb des Ofens aufstellt) oder doch die Heizgase ab- 
zuleiten. Eine Vorwärmung ist bei gewöhnlichen Versuchsbedingungen nur zuweilen im 
Winter nötig, die Einstellung ziemlich leicht. 


Die Fehler, die durch die Pausen entstehen, sind am geringsten, wenn man den 
Respirationsraum überhaupt mit Zimmerluft ventiliert, da dann natürlich die Luft des 
Einstroms und die während der Pausen eintretende Luft gleich sind. Man öffnet dazu 
einfach die Vorderwand des Vorwärmers und stellt die Außenluft ab. Dies wird man 
namentlich im Sommer tun, wenn die Lüftung des Zimmers keine Schwierigkeiten 
macht. Wenn das Zimmer sich gut lüften läßt, ohne daß die Zimmertemperatur sich 
ändert, wird man auch im Winter mit Zimmerluft arbeiten können. Die Regulation der 
Zimmertemperatur ist wichtig, da von ihr die Temperatur im Kasteninnern mindestens 
ebenso abhängt wie von der Einstromtemperatur und weil bei stärkeren Unterschieden 
zwischen Zimmer- und Kastenluft Wasserkondensation zu befürchten ist. Eine so starke 
Kondensation wie bei den kleinen Kasten, mit dem Rubner und Heubner arbeiteten, 
wurde übrigens von uns niemals beobachtet. 


Zu erwägen ist eine getrennte Aufstellung des Respirationskastens und der übrigen 
Teile in zwei verschiedenen Räumen; da die Tür zwischen beiden dann aber doch sehr 
viel benutzt werden würde, werden auch die eventuellen Vorteile (Verbesserung der Luft 
und Regulierung der Zimmertemperatur, Verminderung der Motorgeräusche im Ver- 
suchsraum) größtenteils illusorisch werden. Der Vorwärmer sollte jedenfalls im gleichen 
Zimmer mit dem Respirationskasten stehen. Der Motor könnte eventuell aus dem Zimmer 
verlegt werden. Bei dem hier verwendeten Motor entstand das Hauptgeräusch durch die 
vertikale Achse im unteren Achsenlager. Man verwende nur einen für die angewandte 
(hier vertikale) Aufstellung gebauten Motor mit genügenden Stopfbüchsen für die Ölung 
und eine Darmsaite ohne Ende für die Übertragung. 


Auf der Abbildung sind nur drei kleine Gasuhren zu sehen, zwei für die Teil- 
ströme des Ausstroms, eine für den Einstrom. Es zeigte sich später, daß namentlich, 
wenn man mit stärkerer Ventilation arbeitet, die Analyse des Einstroms doch sehr in 
Betracht kommt. (Die Differenzen im prozentualen Gehalt von Ein- und Ausstrom sind 
dann nämlich nicht sehr groß.) Auch bei Benutzung von Zimmerluft ist die genaue 
Analyse des Einstroms besonders wünschenswert. Es wurde deshalb noch eine vierte 
Gasuhr mit Teilstrom und Pumpwerk hinzugefügt. Diese gewährt auch eine größere 
Sicherheit bei etwaigem Defekt oder verunglückter Analyse eines Teilstroms. 


Zur Kontrolle und Einstellung der Luft sind mehrere Thermometer nötig, und 
zwar im Zimmer in der Nähe des Kastens und an ferneren Stellen im Einstrom un- 
mittelbar vor dem Kasten, im Kasten am Fenster, gegenüber der Einstromseite; hier 
hängt auch ein Hygrometer. 

Wünschenswert ist eine elektrische Beleuchtung über dem Dachfenster des 
Kastens. 


Sehr wichtig ist die Kontrolle der kleinen Gasuhren; man beginne nicht mit den 
Kerzenversuchen, bevor man sich nicht von der absoluten und dauernden Dichtigkeit 
jeder einzelnen Gasuhr und jedes Teilstroms überzeugt hat. Man prüft die Dichtigkeit, 
indem man ein Wassermanometer an die Ausstromöffnung anschließt und Luft ein- 
treibt, bis das Manometer auf 10 cm steigt. Dann muß es auf dieser Höhe genau stehen 
bleiben. Unsere Gasuhren waren anfangs sämtlich undicht, und zwar mußten besonders 
die Verschraubungen an den Einstrommundstücken gedichtet werden. Weitere erhebliche 
Fehler entstehen dadurch, daß die Gasuhren nicht genug gefüllt sein können oder nicht 
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genau nivelliert sind. Man muß die Uhren stets zuerst nivellieren und dann erst nach- 
füllen. Die Uhren sind erst dann genügend gefüllt, wenn das oben zugegossene Wasser 
unten reichlich und in gleicher Quantität wieder ausströmt. Hat man versehentlich die 
Uhren etwas verschoben, so muß man nochmals nivellieren und nachfüllen. Das Funda- 
ment für die Gasuhren muß stabil sein, die Holzplatte darf nicht naß werden, damit 
sie sich nicht zieht. 


Auch die große Gasuhr muß von Zeit zu Zeit naehgefüllt werden. 


Undichtigkeiten an anderen Stellen kommen seltener vor. Man kontrolliere von 
Zeit zu Zeit jeden Teilstrom einzeln, nötigenfalls Gasuhr, Pumpwerk und Rohrleitung 
getrennt, auf Dichtigkeit. 


Den Kasten prüft man vorsichtig dadurch, daß man den Haupteinstrom von innen 
abdichtet und an einen Teilstrom ein Manometer anschließt, dann mit der großen Gas- 
uhr Luft aussaugt. Diese Prüfung ist wohl nur einmal nötig. 


Sehr wichtig ist, daß man überall allerbesten, frischen Gummischlauch vom rich- 
tigen Kaliber verwendet. 

Die Eichung der Gasuhren ist wohl stets genügend genau, wenn diese dicht, 
richtig nivelliert und richtig gefüllt sind. Man überzeugt sich davon, indem man alle 
Uhren mit Gummischläuchen hintereinander verbindet und eine gemessene Luftmenge 
(107) durchschickt. Letztere bestimmt man in bekannter Weise durch Wägung des 
Wassers, mit dem man die Luft aus einer großen Flasche verdrängt. 


Vor jedem Tagesversuch empfiehlt sich ein Nachfüllen und Prüfen auf richtigen 
Gang in folgender Weise: 1. Nivellieren, 2. Nachfüllen, 3. nochmalige Kontrolle der Li- 
belle, 4. Hintereinanderschalten aller Gasuhren und Anschluß an eine der Pumpen, 
5. Laufenlassen des Motors für 5—10 Minuten, damit sich die Gasuhren gleichmäßig 
benetzen; dabei Kontrolle, ob alle Zeiger vorwärtsschreiten, 6. nochmals 10 Minuten 
laufen lassen unter Ablesen. Die abgelesenen Zahlen müssen dann bis auf 1°/, überein- 
stimmen. 

Das richtige Ablesen der Gasuhren erfordert einige Übung. Es sollten prinzipiell 
stets mehrere Personen unabhängig voneinander die Ablesungen vornehmen. 


Die Ventile des Pumpwerks sind so einzustellen, daß möglichst viel Luft durch 
die Teilströme geht, die Ventilation der einzelnen Teilströme kann ohne Schaden erheb- 
lieh differieren. 


Am besprochenen Apparat waren die gläsernen Pumpenkolben kleiner, als sie es an 
Apparaten für Erwachsene gewöhnlich sind. Nötig ist das nicht. Die Maße waren 15cm 
Länge und 1’5cm Durchmesser. Wenn man größere Durchmesser nimmt, hat man ein 
etwas günstigeres Verhältnis zwischen Haupt- und Teilstrom. Man muß dann aber auch 
mehr Barytlauge vorlegen und andere Pipetten und Standzylinder bei der Titration 
wählen. 

Bei der Einstellung der Hubhöhe der Pumpenzylinder muß darauf geachtet 
werden, daß beim Anheben das Quecksilber nicht in die inneren Glasröhren gesaugt 
wird, aber gleichwohl die Hubhöhe eine möglichst große ist. 


Darmsaiten, Glasteile und Quecksilber müssen jederzeit für vorkommende Defekte 
in Reserve gehalten werden. 

Am Pumpwerk ändere man möglichst wenig, nachdem es einmal in Ordnung ge- 
bracht ist. 

Die Absorptionsapparate müssen in doppelter Zahl vorhanden sein, wenn man 
Tagesversuche möglichst aneinander anschließen will. 

Die Bestimmung der Kohlensäure geschah nach der schon von Pettenkofer') emp- 
fohlenen Methode, und zwar durch Titration der überschüssigen Barytlauge mit '/,, n- 


1) Abhandl. d. kgl. bayerischen Akad. d. Wissensch. II. Kl. Bd. 9. Abt.2. Annalen 
d. Chem. u. Pharm. Bd. 2. Suppl. 8. 1. 
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Oxalsäure und Phenolphtalein als Indikator. Die Barytlauge wird durch Lösen von je 
20 g käuflichem Baryumhydroxyd und 0'9 9 Baryumchlorid pro Liter hergestellt.') Dann 
läßt man sie 3 Tage stehen und hebert die Flüssigkeit in eine kohlensäurefreie, trockene 
Flasche hinein. Am besten stellt man sich 107 auf einmal her. 

Für 24stündige Versuche reichten 180 cm? Barytlauge (zweimal 90 für jeden Teil- 
strom) vollkommen aus. Meistens war in der zweiten (Kontroll-)Röhre nur ganz wenig 
Kohlensäure absorbiert. Die Pettenkoferröhren wurden gleich nach Beendigung des Ver- 
suches in hohe, gerade, etwas über 90 cm? fassende Zylinder entleert, die letzteren gut 
zugestöpselt. Nach kurzer Zeit?) setzte sich das ausgefallene Baryumkarbonat zu Boden. 

Es ist wünschenswert, daß man von dem Inhalt der Pettenkoferröhren einen 
möglichst großen Teil titriert, da dann die Fehler sich weniger durch die Rechnung 
vergrößern. 

Es wurden 70 cm® herauspipettiert, titriert, die Anzahl der gebrauchten Kubik- 
zentimeter auf 90 cm? umgerechnet und von dem bei jedem Versuch aufs neue festge- 


N 


< 


stellten Titer abgezogen. Diese Zahl, mit 0:0022 multipliziert E& = 2), ergibt die 
Menge der Kohlensäure. 


Die Titration nimmt man zweckmäßig im selben Raum vor. Wasser wurde durch 
Auffangen in mit Bimsstein und konz. H, SO, gefüllten Kölbehen und Wägen bestimmt. 
Es ist nötig, die Kölbehen sofort zu wägen und darauf zu achten, daß die durch 
Schliffe befestigten Ein- und Ausleitungsröhrchen sich nicht lockern. 

Die Geschwindigkeit der Ventilation läßt sich variieren. Wir benutzten an unserem 
Motor für das Pumpwerk der Teilströme stets die größte Geschwindigkeit. Die Über- 
setzung für die große Gasuhr war am Motor ebenfalls die größte. In zahlreichen Ver- 
suchen wurde die Gesamtventilation durch Auswechseln der Zahnräder an der großen 
Gasuhr verändert. 


Die stündliche Ventilation des Kastens war dann 


bei kleinster Übersetzung etwa 6m? pro Stunde 
» mittlerer » b3) 12 ” ) b) 


„ größter A ZA n 


Auch bei größter Ventilation war keine eigentliche Zugluft zu bemerken. Aller- 
dings zeigte ein zeitweiliges Flackern der Kerze eine verstärkte Luftströmung an, die 
Verbrennung des Kerzenmaterials zu CO, wurde aber dadurch nicht merklich beein- 
trächtigt (bei mittlerer und kleinster Geschwindigkeit flackerte die Kerze nicht). Jeden- 
falls war das Flackern nicht stärker, als dies gewöhnlich im Zimmer zu beobachten ist. 
Die Ventilation von 24cm® pro Stunde dürfte somit auf den Säugling nicht störend 
wirken. 

Die Kerzenversuche zeigten, daß bei allen drei Ventilationsstärken sowohl 24stün- 
dige Versuche, mit 5 Pausen von je 10 Minuten, als auch kürzere von 4—6 Stunden, 
eine genügende Bestimmung der CO, ermöglichen. 

Wir betrachten Resultate mit Fehlern unter 2°/, auf CO,, nicht auf C berechnet, 
(meistens ein Defizit) als genügend. 

Die Bestimmung der Wasserproduktion durch Haut und Lunge ist mit größeren 
Schwierigkeiten verbunden. Fehler können entstehen durch Kondensation von Wasser 
an den Wänden des abgekühlten Kastens, wahrscheinlich besonders am Boden desselben. 
Deshalb ist eine möglichst genaue Regulierung der Zimmertemperatur wichtig. 

Das vom Säugling an die Wäsche abgegebene Wasser wird bestimmt durch Wägen 
auf einer auf Zehntelgramme genauen Wage. Die Wäsche ist vor dem Versuch, am 
besten in einem warmen Luftstrom, zu trocknen. Die großen Kissen, auf die man den 


!) Zentralbl. f. innere Med. Bd.1. S. 353 (1897); Traedwell, Lehrb. d. analyt. 
Chemie. Bd. 2. S. 433 (1907). 

?) Die mit Barythydrat und Baryumkarbonat gefüllten Zylinder kann man übri- 
gens ohne Gefahr eines Fehlers einige Stunden stehen lassen. 


en‘ 
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Säugling zu legen pflegt, können ganz entbehrt werden. Die von der Luft an die Wäsche 
abgegebene Feuchtigkeit beträgt gewöhnlich nur wenige Gramm in 24 Stunden. Viel mehr 
Wasser wird vom Säugling durch die Haut an die Wäsche abgegeben. !) 

Die Fehler bei der Wasserbestimmung betragen 4—10°/,, meistens 8—10°/,, in 
der Regel wird ein Plus erhalten. 

Demnach muß man annehmen, daß bei der während des Versuchs erfolgenden 
Erwärmung die Wände des Kastens trocken werden. 

In einem besonderen Versuch untersuchten wir, welche Fehler durch Wasserver- 
luste aus der Wäsche und durch die Pausen entstehen können. Der Versuch wurde so 
angestellt, daß ein eben aus kochendem Wasser herausgenommener, gut abgetrockneter 
Thermophor wie ein Säugling auf der Stoffwechselschwebe aufgespannt und mit 100 g 
Wasser benetzt wurde; das Wasser wird von der den Thermophor umgebenden Watte 
vollkommen aufgesaugt. 

Der Versuch dauerte 24 Stunden, 4 Kerzen wurden nächeinander verbrannt, 
5 Pausen zu je 10 Minuten gemacht. 

Die Wägung ergab, daß etwa ein Drittel des Wassers verdunstet war (vgl. Pro- 
tokoll). Der Versuch zeigt, daß der Wasserfehler sich dabei nicht verändert (+ 10°/,). 

Für die Wahl der Ventilationsstärke kommen außer der Analysengenauigkeit 
natürlich noch die hygienischen Versuchsbedingungen für den Säugling in Frage. Daß 
die Ventilation von 24 und 12m? pro Stunde bei einem Kastenvolumen von 1'8 m? 
genügt, ist selbstverständlich. Die Ventilation von 6 m® bedeutet eine 3—4malige Er- 
neuerung der Luft pro Stunde, entspricht also den Verhältnissen in einem normalen Wohn- 
raum durchaus. Übrigens ist auch der Luftkubus, 1'8 m? für den Säugling, nur ein wenig 
geringer als man ihn in einem Wohnraum verlangt (etwa '/, des Ventilationsquantums). 

Man wird daher die Geschwindigkeit der Ventilation wählen, bei der die Analysen 
am besten stimmen. Die Kohlensäure stimmte bei den Kerzenversuchen bei allen drei 
Geschwindigkeiten gut. 

Das Verhältnis des Wassers im Ein- zu dem im Ausstrom ist viel ungünstiger 
als das der Kohlensäure. Die H, O-Bestimmungen der einzelnen Teilströme stimmten 
zwar bei unseren Versuchen bei allen 3 Geschwindigkeiten untereinander gut überein, 
dagegen zeigten sich etwas größere Fehler beim Vergleich des aus der Kerze berechneten 
H,O mit dem im Versuch erhaltenen (4—10°/,, siehe oben). und diese Fehlergröße war, 
wie es scheint, abhängig von der Ventilation. 

Unter den besonderen Bedingungen stimmten die Wassermengen am besten bei 
der langsamen Ventilation, am schlechtesten bei der größten Geschwindigkeit. Das dürfte 
daher kommen, daß bei den Versuchen im Winter relativ trockene Außenluft ohne 
Anfeuchtung erwärmt in den Kasten gelangte und dessen Wände austrocknete. Dieser 
Fehler mußte naturgemäß bei starker Ventilation am größten ausfallen. Der Fehler wird 
sich wahrscheinlich durch Vorventilieren des Kastens, Benutzung von gut gelüfteter 
Zimmerluft und besonders guten Ausgleich der Zimmer- und Kastentemperatur noch 
wesentlich verringern lassen. Übrigens erlauben auch Fehler von 4—10°/,, bei der nötigen 
Kritik, die Untersuchung des Wasserstoffwechsels. 

Zum Schluß sei noch das Protokoll eines Kerzenversuchs angeführt, aus dem man 
einen Einblick in die vorkommenden Zahlen und die Berechnung gewinnt. 

Bei diesem Versuche wurde die Verdunstung gewogener Wassermengen aus der 
Wäsche und Stoffwechselschwebe, in der sich ein Thermophor befand, untersucht. 

Kerzenversuch XXI. 21. XII. 09 bis 22. XII. 09. Mittlere Geschwindigkeit (Ven- 
tilation ca. 12 m? pro Stunde), vorgewärmte Außenluft, nicht angefeuchtet. Temperatur 
19'6—21'6°. In der Stoffwechselschwebe getrocknete Wäsche mit Thermophor und 100 g 
Wasser. Es verbrannten 4 Kerzen. 

Versuchszeit 6 Uhr abends bis 6 Uhr abends. 24 Stunden. 


1) Anm. b.d. Korrektur: Durch Vereinfachung der Stoffwechselschwebe gelang es, 
die Gewichtsveränderung durch das vom Säugling ausgeschiedene Wasser ebenfalls auf wenige 
Gramm zu verringern. Bahrdt und Edelstein, Zeitschr. £. Biol. 1910 (noch nicht erschienen). 
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5 Pausen zu 10 Minuten, Motor läuft dabei weiter. 


Kerzen: Vorher Nachher 
I. Kerze + Schale 86'5378 42:2098 
10% 873000 433721 
II. 969174 534080 
IV: 907342 44-6812 
3614894 183:6711 

1836711 


1778183 verbrannte Kerze 
(1778183 x 310°6) — 552'30 9 berechnete CO, 
(1778183 x 132) = 23472 g berechnetes H,O 
dazu 100'00g in der Wäsche 
— 3341129 B.V. 
Große Einstrom Ausstrom 
a) b) a) b) 
Gasuhren nachher 026027 079224 0'31635 075342 088237 
vorher 023120 076410 026722 0:69429 079892 
m?  290:7 0:02805 004913 005913 008345 
C0,-Bestimmung. 
Titration: 
Titer der Lauge: 90 cm? — 107°2'/,, n-Oxalsäure (vorher) 
1070 (nachher) 
in Mittel= 1071 
Einstrom a) 70 Lauge =76'8 Oxalsäure 


90 — 98:68 8:42 
4.019 
107-1 861 in Röhre I u. I. 
Eh 


9:42 in Röhre 1. 
8:61 x 0'0022 = 0:018942 g CO, 
70 Lauge = 83'2 Oxalsäure 
90 — 10691 


1071 
—- 06:91 
0:19 in Röhre I. 
Binstrom H)MOZZIER 


90 = 92:3 
1497 
15'16 x 0:0022 = 0:033352 9 CO, 
10= 832 
30061 
0:19 


Ausstrom a) 70 = 30'6 
I0=3I32 567.18 


95 z 9.2 And 


90 = 106'59 


90 = 1452 


96'11 X 00022 = 0211442 9 CO, 
10-8055 
90 = 10357 


ATSSt70m09)10- 1123 | 
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Berechnung pro Kubikmeter: 
Einstrom a) (0018942: 0:02805) = 0'675 g CO, pro Kubikmeter 
b) (0.033352: 004913) = 0678 9 CO, 
Ausstrom a) (0'150238:0'05913) = 2534 CO, 
b) (0'211442:0'08345) = 253 7 CO, 


Wasserbestimmung. 
Wägung: 
Einstrom «) 1. Kölbehen 0'0921 b) 01623 
2, R 0.0039 0.0047 
0:0960 g H,O 0:1670g H,O. 
Ausstrom «@) 02535 b) 03589 
0.0096 00032 
02631 g H,O 03621 9 H,O 


Berechnung pro Kubikmeter: 
Einstrom a) (0:0960:0'02805) =34429 H,O pro Kubikmeter 
b) (0:1670:0:04913) = 3'399g H,O 
Ausstrom a) (0'2631:0'05913) = 445g H,O 
b) (0°3621:0'08345) =443g H,O. 
Wasser in der Kleidung: 


Stoffwechselschwebe nachher 3203 (Wäsche + 100 Wasser) nachher 2904 


vorher 32475 vorher 321'83 
— 445 — 3143 
Wasserverlust der Kleidung: 3588 
Wasserrest in der Kleidung (berechnet) 32183 2904 
+ 32475 3203 
646°58 6107 
— 10000 — 54658 
54658 64:12 
Gesamtventilation. 
2907 durch große Gasuhr 
0:05913 durch die Teilströme 
0:08345 
x 18) = 108 für 5 Pausen und 1 Anfangsvolumen 
30164258 m? 
Gesamtproduktion. 
CO, 


(30164258 x 253) = 763:155 
(301'64258 x 0'676) = 203910 
559245 9 CO, 
H,O 
(30164258 x 444) —= 133929 
(301'64258 x 3'415) = 1030'05 
309249 H,O 
+ 64129 in der Kleidung 
373369 H,O 
| Bilanz. 


Co, H,O 
i berechnet 55230 berechnet 33472 
gefunden 559245 gefunden 37336 


i | Fehler + 6945 (1'2°/,) Fehler + 3864 (10°/,) 
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Schlossmann‘!) hat mit einem auf den Ideen von Regnault und 
Reiset basierenden, von Zuntz und Oppenheimer verbesserten Apparat, den 
die Vereinigten Fabriken für Laboratoriumsbedarf herstellen (Fig. 282), 
Messungen über Sauerstoffverbrauch und Kohlensäureausscheidung im Säug- 
lingsalter vorgenommen. 

Da nur die Düsseldorfer Kinderklinik einen solchen Apparat besitzt 
und lediglich Schlossmann Erfahrungen über die Bedienung und die Leistungs- 
fähigkeit hat, gebe ich die Angaben darüber mit Schlossmanns eigenen 
Worten wieder: 


Fig. 282. 


Der inzwischen seit Monaten fertiggestellte und in Betrieb genommene Apparat 
besteht aus einem großen 2 m langen Wassergefäß, in das die ganze Apparatur hinein- 


!) A. Schlossmann und Hans Murschhauser, Über Eichung und Zuverlässigkeit des 
von Zuntz und Oppenheimer modifizierten Respirationsapparates nach dem Prinzip von 
Regnault und Reiset. Biochem. Zeitschr. Bd. 14. H.5 und 6. S. 369 (1908) und Über den 
Einfluß des Alters und der Größe auf den Gasstoffwechsel des Säuglings. Biochem. 
Zeitschr. Bd. 18. H.6. S.499 (1909). — A. Schlossmann, Zur Frage des respiratorischen 
Stoffwechsels beim Säugling. Verhandlg. d. Gesellsch. f. Kinderheilk. S. 52 (1908) und 
Über den Einfluß der Ernährung auf (den respiratorischen Stoffwechsel. Verhandl. d. 
Kongr. f. inn. Med. S.290 (1909). — H. Murschhauser, Eine neue Bürette zur Analyse 
hochprozentigen Sauerstoffs. Zeitschr. f. angewandte Chemie und Zentralbl. f. techn. Chemie. 
Bd.21. H.49.78.2503 (1908). 
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gebaut ist, und in dem der kleinere, 1m lange, 39 cm breite und 43 cm hohe eigentliche 
Versuchskasten, nachdem das Kind hineingelegt worden ist, hereingelassen wird. Das 
Kind ist also bei den Versuchen unter Wasser, ebenso wie die Absorption der Co, 
in einem unter Wasser befindlichen Gefäß statthat und ebenso wie auch die Schlauch- 
verbindungen zwischen Absorptionsgefäß und dem Aufenthaltskasten des Kindes unter 
Wasser liegen. 

Der Vorteil, den diese Anordnung gewährt, ist ein doppelter. Einmal nämlich 
würde jede Undichtigkeit des Kastens und der Schlauchverbindungen sich sofort durch 
aufsteigende Blasen im Wasser deutlich markieren. Wer lange Zeit mit der Dichtung 
solcher Apparate sich beschäftigt hat und die vielen unangenehmen Überraschungen 
kennt, welche man auch bei der Verwendung des verschiedenartigsten Materials immer 
wieder erlebt, der wird die Wichtigkeit der auf diese Weise erhaltenen Sicherung zu 
schätzen wissen. Zweitens aber wird durch die große Wassermenge, welche den eigent- 
lichen Versuchskasten umgibt, die Temperatur in dem Kasten selbst schr gleichmäßig 
gehalten und gerade die Temperaturgleichmäßigkeit spielt ja bei allen Versuchen, bei 
denen Gase volumetrisch gemessen werden, eine große Rolle. 

Die Absorption der gebildeten 00, erfolgt dadurch, daß ein elektrisch ange- 
triebener kleiner Ventilator in einem völlig luftdichten eisernen Gehäuse eingeschlossen 
und ebenfalls unter Wasser in den großen Behälter eingebaut ist. Dieser Ventilator 
saugt die Luft aus dem Kasten an und treibt sie durch das CO,-Absorptionsgefäß hin- 
durch und nachdem sie koblensäurefrei geworden ist, wieder in den Kasten zurück. Das 
CO,-Absorptionsgefäß besteht aus einem eisernen Topf, der oben durch einen abschließ- 
baren Deckel verschlossen ist und nach unten durch einen Hahn, der durch den Boden 
der Wanne geht, entleert werden kann. ') 

Gleichzeitig dient der Motor dazu, das Wasser der Wanne in Zirkulation zu er- 
halten und dadurch für möglichst gleichmäßige Temperatur desselben zu sorgen. Neben 
der großen Wanne steht auf einer in den Boden eingelassenen Wage der Gasometer für 
den O, der, wenn durch CO,-Absorption der Druck in dem Versuchskasten sinkt, immer 
in entsprechender Menge nachdringt, nachdem er vorher durch ein entsprechendes 
Reinigungsgefäß geleitet worden ist. 

Selbstverständlich mußten, bevor wir daran gingen, den Apparat für Kinder zu 
benutzen, alle möglichen Vorsichtsmaßregeln ergriffen werden, um die absolute Unschäd- 
lichkeit des Aufenthaltes in dem Raume unter Wasser zu erweisen. Die zahlreichen Vor- 
versuche, welche zu diesem Zweck angestellt wurden, dienten gleichzeitig dazu, uns mit 
dem Gebrauche der komplizierten Apparatur völlig vertraut zu machen. 

Die Gefahren, welche man befürchten konnte, waren folgende: erstens war es 
denkbar, daß gelegentlich durch Stillstehen des Motors die Absorption der CO, unter- 
blieb, daß also auf diese Weise eine CO,-Anreicherung im Versuchskasten hätte Platz 
greifen können, welche zu einer Schädigung des Versuchskindes führen müßte, Abge- 
sehen davon, daß man das Stehenbleiben des Motors und das Versagen der Pumpe ja 
sofort sehen und hören würde, haben wir eine selbsttätige elektrische Klingelleitung an- 
gelegt, welche sofort in Tätigkeit tritt, wenn der Motor nicht mehr oder nicht mehr 
rasch genug arbeitet. Zweitens können wir dureh Beobachtung eines im Versuchsraum 
angebrachten Thermobarometers den Druck im Versuchsraum genau kontrollieren. Dieses 
Thermobarometer muß fortgesetzt beobachtet werden und gibt ja den besten Hinweis, 
wenn etwa eine CO,-Stauung im Raum eintreten würde. Drittens ist der Strahl der Lauge 
im Absorptionsgefäß durch eingebaute kleine Glasscheiben von außen zu übersehen. Man 
kann sich jederzeit davon überzeugen, daß der Laugenstrahl genügend hoch in die Höhe 
geht und daß auf diese Weise die nötige CO,-Absorption gewährleistet wird und nicht 
etwa eine kleine Verstopfung der Düse des Absorptionsapparates ein Hindernis nach 
dieser Richtung abgibt. 


') Genaue Beschreibung siehe Zuntz und Oppenheimer, Das verbesserte Modell 
eines Respirationsapparates nach dem Prinzip von Regnault und Reiset, Biochemische 
Zeitschrift. 1908. 
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Der Versuchskasten selber hängt an der Kette eines Flaschenzuges, so daß das 
In-die-Höhe-ziehen des immerhin schweren Aufenthaltsraumes momentan ermöglicht ist. 
Ein einziger Hebelgriff gestattete weiter im Boden der Wanne einen Verschluß zu lösen, 
so daß das Wasser sich in einem starken Strom in eine in dem Unterbau vorgesehene 
breite Rinne entleert. Es ist also ausgeschlossen, daß etwa durch eintretendes Wasser 
das Kind geschädigt werden könnte. Zudem ist auf dem Boden des Aufenthaltskastens 
abermals eine selbsttätig wirkende Vorrichtung angebracht, welche das Eindringen der 
ersten Tropfen Wasser durch ein Klingelsignal zur Kenntnis bringen würde, noch bereits 
bevor von außen etwas zu sehen ist. 

Wir haben weiter einen ganz regelmäßigen und genauen Beobachtungsdienst für 
die Versuche eingerichtet. So müssen während der ganzen Versuchszeit ununterbrochen 
im Versuchsraum anwesend sein: 1. der Leiter des Versuches, 2. ein Arzt, der das Kind 
zu beobachten hat, sich aber nicht mit Ablesungen usw. beschäftigt, 3. eine besonders 
tüchtige und aufmerksame Schwester, und zwar immer dieselbe, die vollkommen genau 
Bescheid weiß, worauf es ankommt und 4. ein Laboratoriumsdiener. Alle am Versuch 
Beteiligten nahmen ihre Mahlzeiten im Versuchszimmer ein, so daß die Kontrolle nicht 
einen Augenblick eine verminderte war. 

Bevor wir an Versuche mit Kindern herantraten, wurde der Apparat nach zwei 
Richtungen hin geprüft: einmal nämlich durch Versuche an Tieren, und zwar an hungern- 
den Hunden, um uns von dem tadellosen Funktionieren des ganzen Mechanismus zu 
überzeugen, gleichzeitig aber nochmals den Nachweis zu bringen, daß der Aufenthalt in 
dem von der Außenwelt abgeschlossenen Raume mit irgend welchen Nachteilen für das 
Versuchsobjekt nicht verknüpft ist. Näher auf diese Tierversuche einzugehen, erübrigt 
sich um so mehr, als Oppenheimer sich ja erst vor einiger Zeit ausführlicher nach dieser 
Richtung hin geäußert hat. ') 

Wichtig war aber für uns die zweite Frage, nämlich erst einmal zu ermitteln, 
wie groß die zu erwartende Genauigkeit bei den Versuchen ist. Wir bedienten uns zu 
dieser Austitrierung des Äthylalkohols und die damit erzielten Resultate entsprachen 
vollständig den gestellten Erwartungen. Es würde zu weit führen, wenn ich hier auf 
alle diese Einzelheiten eingehen würde. Ich führe nur einen besonders gelungenen Ver- 
such an, bei dem zufällig sowohl der O, der verbraucht wurde, wie die CO,, die ge- 
wonnen wurde, mit dem theoretisch berechneten Werte nach jeder Richtung hin sehr 
gut übereinstimmte. Die Anführung des Protokolls gestattet gleichzeitig einen Einblick 
in die ganze Methodik des Versuches. 


Alkoholversuch vom 9. Mai 1908. 
Verbrannt — 97'569 Alkohol (spez. Gew. 08510 — 78'92 Gewichtsprozente) 


— 76,399 C,H,0H Dauer 5!/, Stunden 
Anfangswerte: Temp. 22:0 Bar. corr. 753'85 Man. — 7'20 Thermobar. — 7:10 
Endwerte: „ 200 „ ” „55:0 sun ze > — 625 
Anfangsvol.: 215'867 7 bei 220° und 75375 mm Hg — 192946 7 
Endvol.: 2159672. „220°. „75897. 5 20, Jar 
Analyse der 
Anfangsluft Endluft Analyse des O 
605=4010%, 053%, CO, — 0a 
0, 2026%, 18'40°/, 0, = 4849), 
NH IA], 81:55/, N = Bau 
100:00°/, 100:00°/, 100°00°/, 
Sauerstoffbilanz. 
Vorher vorhanden: 39'091 7 
Nachher " 357717 
3320 I 


!) Biochem. Zeitschr. Bd. 4. 1907. 
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Zugeführt aus Gasometer I 7475 kg bei 18°6° und 108°40 Thermobar. 68:626 7 


R E 2 I U, ws are: „ 10905 a 45666 / 
114292 1 
Davon ab N in O, 5760 I 
CO. 5,0% 0.137 1 
108395 1 
Dazu aus Anfangsluft 33207 
Netto-O,-Verbrauch — 111715 / 
Berechnet — 112'420 / 
Fehler—= 062%, 
CO,-Bilanz. 
Vorher vorhanden: 0198 ! Aus Lauge — 14817 g 
Nachher e 098 1 Davon ab aus Anfangsl. 019 4 
In die Lauge übergeg.: 0.100 2—= 019 g 14798 q 
Ab durch Verbrennen von Docht = 019g 
Gesamt-CO, — 14779 g 
Berechnet CO, — 14728 g 
Fehler = 034°), 
Stickstoffbilanz. 
Vorher vorhanden: 153°662 7 N, aus O0, (5'04°/,) —= 5760 I 
Nachher 2 158539 1 Fehler —=0'88 7 


48771 

Wir sehen also, daß hier in diesem Versuche der Fehler für den berechneten O 
gegenüber dem verbrauchten 0'62°/,, bei der CO, 0'34°/, beträgt. 

Als Durchschnitt aus einer ganzen Versuchsreihe fanden wir für die CO, durch- 
schnittlich ein zu viel von 0'42 für den O, einen Fehler von durchschnittlich — 2°/,, 
wobei allerdings zwei sehr ungünstig ausgefallene Versuche mit inbegriffen sind. Jeden- 
falls erweisen diese Zahlen, daß wir eine vollkommen hinreichende Genauigkeit mit Hilfe 
des Apparates erzielen können.“ 


Abderhalden, Handbuch der biochemischen Arbeitsmethoden. II. 66 


b) Stoffwechselversuche 
an Hunden, an Wiederkäuern und an Vögeln. 
Gewinnung der sensiblen Ausscheidungen. 
Von W. Völtz, Berlin. 


I. Stoffwechselversuche an Hunden. 


Stoffwechselversuche an Hunden sind im Vergleich zu anderen Tier- 
arten wohl am leichtesten durchführbar. 

Da die Aufenthaltsdauer der Contenta im Magendarmkanal der Fleisch- 
fresser eine relativ kurze ist. und die Abgrenzung der Fäzes und des Harnes 
kaum auf erhebliche Schwierigkeiten stößt, können die einzelnen Fütterungs- 
perioden im allgemeinen von erheblich kürzerer Dauer sein als z.B. bei 
Herbivoren. Ob 5- oder 10tägige Perioden usw. anzustellen sind, hängt 
natürlich von der Fragestellung ab, ebenso die zu verabreichende Futter- 
menge. Die Nahrungszufuhr kann zwischen 60 und 140 Kalorien pro 
Kilogramm Gewicht, eventuell innerhalb noch weiterer Grenzen schwanken. 
Der Nahrungsbedarf ist ferner abhängig von der Größe der Körperober- 
fläche. Da nun kleine Tiere im Verhältnis zu ihrem Gewicht eine ent- 
sprechend größere Oberfläche besitzen als größere, so ist bei jenen auch der 
Nährstoffbedarf infolge relativ vermehrter Wärmeausstrahlung entsprechend 
erößer. Die Größe des Stoffverbrauches der Tiere findet unter im übrigen 


3 
gleichen Bedingungen einen Ausdruck in der Formel Vm:, d. h. also: Es 
ist der Stoffverbrauch gleich der dritten Wurzel aus dem Quadrat des 
Gewichtes. 

Benutzt man erwachsene Versuchstiere, so wird man vielfach mit 
dem Versuch beginnen, wenn die Tiere sich im N-Gleichgewicht be- 
finden, d. h. also, wenn der N-Gehalt des Futters gleich ist dem N-Gehalt 
des Harnes + dem N-Gehalt der Fäzes + dem N-Gehalt der Epidermisge- 
bilde. Ein Hund vermag sich noch mit ca. 1'25g verdaulichem Eiweiß pro 
Kilogramm Lebendgewicht in das Stickstoffgleichgewicht zu setzen, wenn 
er genügende Mengen an N-freien Stoffen erhält. Bei reiner Fleischkost 
sind jedoch ca. 8—10 g Protein zur Erreichung des N-Gleichgewichts er- 
forderlich. Der Zeitpunkt, wann das N-Gleichgewicht erreicht ist, hängt ab 
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von dem Ernährungszustand des Tieres und von der Menge und Zusammen- 
setzung des während der letzten Wochen vor Beginn der Versuchsanstellung 
aufgenommenen Futters. Häufig wird das N-Gleichgewicht in wenigen Tagen 
erreicht, eventuell jedoch erst in mehreren Wochen. besonders dann, 
wenn das Futter arm an N-haltigen Nährstoffen ist und der Hund 
bis zum Beginn des Versuchs eiweißreiches Futter. erhalten hatte. In vielen 
Fällen, speziell dann, wenn man den Verdauungskoeffizienten bzw. 
die Verwertung z. B. eines Eiweißkörpers bestimmen will, wird man 
dem Tier eine Anzahl Tage ein Grundfutter reichen und die täglichen 
N-Bilanzen ermitteln, hierauf erhält der Hund als Zulage zum Grund- 
futter den betreffenden Eiweißkörper in entsprechender Menge während 
der folgenden Periode, und es werden die gleichen Bestimmungen ausge- 
führt; aus der Differenz der im Mittel pro die der Grundfutterperiode und 
der Hauptperiode erhaltenen Werte läßt sich der Verdauungskoeffizient 
des betreffenden Eiweißkörpers und ferner der durch die Eiweißzufuhr 
bewirkte N-Ansatz leicht berechnen. In analoger Weise werden die Ver- 
dauungskoeffizienten der N-freien Stoffe (des Fettes, der N-freien Extrakt- 
stoffe) und der Mineralbestandteile des Futters aus der Differenz im Ge- 
halt des Futters und der Fäzes hieran bestimmt. Der Fettansatz läßt sich 
nur auf Grund der N-Bilanz und der C-Bilanz ermitteln. 

Wenn hervorgehoben wurde, daß es häufig wünschenswert ist, die 
Tiere vor Beginn des Versuches in das sogenannte N-Gleichgewicht zu 
bringen, so ist das doch nicht immer erforderlich; auch bei kontinuierlichem 
N-Ansatz, der ja bei wachsenden Individuen unter normalen Lebensbedin- 
gungen stattfindet, oder auch bei kontinuierlichem N-Verlust kann der 
Versuch beginnen; nur dürfen die Differenzen der einzelnen Tageswerte 
der Bilanzen nicht zu groß sein und z.B. bei einem ea. 5—6 kg schweren 
Hund, bei einem Gehalt des Futters von 4—5 9 N nicht erheblich mehr 
als 02—0'3 9 N betragen und möglichst gleichmäßig steigende oder fallende 
Tendenz haben. Unter Umständen ist eine Unterernährung des Tieres oder 
eine Hungerperiode!) vor Beginn des Versuchs sogar wünschenswert, 
z. B. dann, wenn man die Verwertung von Stoffen, die nicht gern aufge- 
nommen werden, feststellen und möglichst günstige Bedingungen für die 
Ausnutzung derselben schaffen will. — Es sei zunächst einmal an einem 
Beispiel die Bestimmung der Verdauungskoeffizienten und der Ausnutzung 
N-haltiger Nährstoffe erläutert: 

Eine 511 kg schwere Hündin erhielt während 6 Tagen nach ent- 
sprechender Vorfütterung ein Grundfutter, bestehend aus: 


') Am ersten, bisweilen auch noch am zweiten Tage einer Fütterungsperiode, 
welche unmittelbar auf eine längere Hungerperiode folgt, ist der N-Gehalt des Harnes 
gegenüber den späteren Tagen der Fütterungsperiode in auffallender Weise erhöht; 
auch die Zahlen für den N- und Kaloriengehalt der Fäzes sind bisweilen zu Beginn 
der Periode (eventuell mehrere Tage) anormal, nämlich zu niedrig. Der Darm resorbiert 
also nach längerem Ruhezustande eventuell stärker, als unter normalen Bedingungen. 
Diese Komplikationen sind bei Aufstellung der Bilanzen für die betreffende Periode 
zu berücksichtigen. 


66* 
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80:00 y Fleisch mit 243 9 N und 104.000 Kalorien 
99:10 g Reis mit 1:07 9 N und 369.600 
und 2000 g Schmalz mit . . . . . 190.065 
also . . . insgesamt . 350 9 N und 563.665 Kalorien pro die 
Im 6tägigen Durchschnitt wurden im Mittel pro die folgende Werte 
für die N-Ausscheidung und den N-Ansatz gefunden: 


wen re. in den Epidermis- Sa 
urıy N gebilden ; 
211 0-N 044g N 004g N 325 gN 


Da das Tier 3:50 g N im Futter erhalten hatte, so betrug der N-An- 
satz 350325, also 025g, das sind 7'14°/, des Futterstickstofis. Der 
vesorbierbare Anteil (Verdauungskoeffizient) der N-haltigen Futterbestand- 
teile ereibt sich einfach aus der Differenz Futter = N—Kot= N.» 


Das Futter enthielt 350 g N 
die Fäzes enthielten 0'44 g N 
Es wurden also . 3069 N 


resorbiert, entsprechend 87°43°/, der Zufuhr. 

Im unmittelbaren Anschluß an diese Periode wurden der Verdauungs- 
koeffizient und die Verwertung des Kaseins in einer 10tägigen Fütterungs- 
periode ermittelt. Die Hündin erhielt zu der genannten Grundration als 
Zulage pro die 8:78 g Kasein mit 1'009 N und 4353 Kalorien, also ins- 
gesamt 450 y N und 707.195 Kalorien. 

Die N-Ausscheidungen bzw. der N-Ansatz betrugen im Mittel pro die; 


f { ET in den Epidermis- 
im Harn im Kot gebilden Sa 
41 g 0:52 9 004 g SO 


Der N-Ansatz betrug somit 450—3'97, also 0:53 9. 

Der unverdauliche Anteil des Kaseinstickstoffs ergibt sich aus der 
Differenz im N-Gehalt der Fäzes der Grundfutter- und der Kaseinperiode; 
derselbe beträgt 0'52—0'44 = 008 g. Da 19 N in Form von Kasein ver- 
füttert worden war, so wurden also 1:00--0:08 — 0:92 g Kaseinstickstoff 
resorbiert, somit 92°/, der Zufuhr. In analoger Weise wird der durch die 
Kaseinzufuhr bewirkte N-Ansatz berechnet. Der N-Ansatz betrug in der Grund- 
futterperiode 0'25 g, in der Kaseinperiode 053 g. Von 19 Kaseinstickstoff 
waren also 053—025 9—=0'28 g entsprechend 28°/, angesetzt worden. 

Wir haben hier den Verdauungskoeffizienten und die Verwertung des 
Kaseins aus den differenten Werten zweier Perioden, einer Grundfutter- 


') In Wirklichkeit bestehen die N-haltigen Verbindungen der Fäzes nicht nur 
aus unverdauten N-haltigen Futterbestandteilen, sondern der Kot enthält außerdem N- 
haltige Stoffwechselprodukte, Gallensekret, Darmepithelien ete. Aus dem Vergleich der 
bei der natürlichen und bei der künstlichen Verdauung erhaltenen Werte kann man 
den Gehalt der Fizes an N-haltigen Stoffwechselprodukten annähernd bestimmen. Ebenso 
enthält der Kot auch ätherlösliche Stoffe, die nicht dem Futter entstammen. 
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periode und einer Hauptperiode bestimmt. Nun ist es eventuell erforder- 
lich, daß man der Hauptperiode nicht nur eine Grundfutterperiode voraus- 
gehen, sondern auch noch eine solche auf die Hauptperiode unmittelbar 
folgen läßt, und zwar besonders dann, wenn die Perioden von sehr kurzer 
Dauer sind und man annehmen kann, daß von der Mehrzufuhr an N in 
der Hauptperiode noch ein Anteil vorübergehend im Körper retiniert wird 
und erst zu Beginn der folgenden Periode zur Ausscheidung im Harn ge- 
langt. Das an den ersten Tagen der Nachperiode im Vergleich zu späteren 
Tagen derselben im Harn erschienene Plus an Stickstoff ist der Haupt- 
periode zur Last zu schreiben. 

Bei der Ausführung von Stoffwechselversuchen ist es sehr 
wichtig, dal die Tiere möglichst unter physiologischen Bedingungen ge- 
halten werden und ihnen somit auch während der Versuche täglich 
wenigstens die notwendigste Bewegung ermöglicht wird, sofern Ruhever- 
suche nicht Vorbedingung sind. Bei Wiederkäuern ist das ja allerdings 
nur schwer durchführbar, bei Hunden dagegen sehr leicht, und wird, wie 
wir sehen werden, die Gewinnung und quantitative Trennung der Exkremente 
wesentlich erleichtert, wenn man die Tiere auf einer Tretbahn laufen läßt. 
Ich habe schon seit einer Reihe von Jahren die Hunde bei sämtlichen 
Versuchen täglich ca. 53 km auf der horizontal gestellten Tretbahn in 
mäßigem Tempo laufen lassen. Es bleiben die Tiere auch viel länger gesund 
und für den Versuch verwendbar, als wenn sie dauernd im Käfig bleiben 
müssen. Ich halte folgendes Verfahren bei Stoffwechselversuchen an Hunden 
für zweckmäßig und habe dasselbe im wesentlichen in einer früheren 
Publikation bereits beschrieben !): 

Nachdem der Versuchsplan festgelegt ist, wird das Futter analysiert 
und vorbereitet. Da Fleisch einen Hauptbestandteil des Futters auszumachen 
pflegt, wird man sich von demselben, um es während des ganzen Ver- 
suches in gleichmäßiger Beschaffenheit zur Verfügung zu haben, ein ent- 
sprechendes Quantum beschaffen, es durch die Hackmaschine gehen lassen, 
es in Tagesportionen oder in Portionen, die für mehrere Tage bestimmt 
sind, genau abwägen, in Konservengläser bringen und dieselben im strö- 
menden Wasserdampf fraktioniert sterilisieren. 

Zweckmäßig wird das in Tagesportionen gewogene Grundfutter für 
5 Tage vorbereitet und täglich nur die für die Hauptperioden bestimmten 
Zulagen abgewogen, um sie mit jeder Tagesportion zu vermischen. Um ein 
‚Verderben des Futters auszuschließen, wird folgendermaßen verfahren: Eine 
für 5 Tage bestimmte Quantität, z. B. Reis, Schmalz und Mineralbestand- 
teile, wird abgewogen, in ein Gefäß von bekanntem Gewicht gebracht, mit 
einer bestimmten Menge Wasser übergossen und im strömenden Dampf 
gargekocht. Hierauf wird das für 5 Tage bestimmte Fleisch aus einem Kon- 
servenglas entnommen, sorgfältig untermischt und das Futter nach der Ab- 


") W. Völtz, Über den Einfluß verschiedener Eiweißkörper und einiger Derivate 
derselben auf den N-Umsatz, mit besonderer Berücksichtigung des Asparagins. Pflügers 
Arch. f. d. ges. Physiol. Bd. 107. S. 367—369 (1905). 
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kühlung in 5 Tagesportionen von gleichem Gewicht in emaillierte Schüsseln 
gewogen. Die Schüsseln werden sodann mit Deckeln aus verzinntem Kupfer- 
blech von der Form der Deckel der Petrischalen bedeckt, sterilisiert und im 
Eisschrank aufbewahrt. Vor der Verfütterung werden die Portionen ange- 
wärmt. Nachdem das Tier das für die erste Periode bestimmte Futter 
eine entsprechende Anzahl Tage regelmäßig zu derselben Stunde in einem 
Vorversuch erhalten hat, beginnt der Versuch zu einer bestimmten Zeit, 
und zwar 24 Stunden nach der letzten Futteraufnahme. Der Käfig ist 
vorher sorgfältig gereinigt worden, unter die für den Abiluß des Harns 
bestimmte Ausflußöffnung wird ein mit einigen Kubikzentimetern Salzsäure 


Fig. 283. 


beschickter Glaszylinder gestellt. Von den vielen verschiedenen im Gebrauch 
befindlichen Käfigen ist der nach den Angaben von Abderhalden hergestellte, 
aus verzinktem Eisen (Fig.283 4) mit Glaswänden (Fig. 273 B) bestehende 
Käfig wohl am meisten zu empfehlen. Der Käfig hat einen, mit kreis- 
förmigen Löchern durchstanzten, herausnehmbaren Boden (Fig.283 C), welcher 
gegenüber den Gitterstäben den Vorteil hat, daß der Kot leichter quan- 
titativ gewonnen werden kann. Unter diesem Boden befindet sich ein 
zweiter aus verzinktem Eisenblech (Fig. 283 D), welcher trichterförmig zum 
Abflußrohr (Fig.283 £) für den Harn verläuft. Fig. 283 G@ und 285 H Türen, 
Fig. 283 F Aufsatz aus verzinkten Gitterstäben. Wenn man den Harn täglich 
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durch Katheterisieren') des Tieres abgrenzen will, was sehr wünschens- 
wert, eventuell überhaupt notwendig ist, wird man meistens Hündinnen 
als Versuchstiere wählen, weil Hunde schwerer zu katheterisieren sind. 
Jedoch gelingt auch das Katheterisieren männlicher Hunde, selbst wenn 
sie ziemlich klein sind, bei einiger Übung und bei Verwendung geeigneter 
Katheter meistens ganz gut. Ist das Katheterisieren z. B. infolge Vaginismus 
sehr erschwert, so wird man zweckmäßig wenigstens zu Beginn und beim 
Schluß jeder Periode den Harn nach der von Zuntz?) vorgeschlagenen 
Methode abgrenzen. Man bringt zu dem Zweck, je nach der Größe des 
Tieres, ca. /,—1 Wasser mittelst Schlundsonde in den Magen, und zwar 
2 Stunden vor Beginn des Versuches. Unmittelbar vor Beginn der Ver- 
suchsanstellung wird das Tier zum Urinieren herausgelassen. Ebenso wird 
2 Stunden vor Schluß der Periode verfahren, und wird dann der 2 bis 
21/, Stunden nach der Wasseraufnahme in den Käfig gelassene Harn ge- 
sammelt und mit dem Harn des betreffenden Tages vereinigt. 

Beim Katheterisieren sind einige Kautelen erforderlich, vor allem 
sind die Instrumente zu sterilisieren oder zu desinfizieren und das zum Aus- 
spülen der Blase bestimmte Wasser zu sterilisieren, um eine Üystitis aus- 
zuschließen und auf Körpertemperatur zu bringen. Um das Katheterisieren 
möglichst zu erleichtern und Harnverluste zu vermeiden, empfiehlt sich 
folgende Einrichtung: Das Tier wird vom Diener auf einen Tisch gehoben, 
vor dem der Versuchsansteller auf einem Stuhl Platz nimmt. Auf dem 
Tisch (Fig. 284) befindet sich ein Aufsatz, welcher einen Bunsenbrenner, 
einen Dreifuß mit Drahtnetz und hierauf einen gläsernen Stehkolben von 
1—2 ! Inhalt trägt (Fig. 284 A); der Kolben enthält sterilisiertes Wasser und 
einen Glasheber (Fig. 284 B), der zu einem Gummischlauch führt. In den 
Flaschenhals wird ein Wattebausch gebracht, um das Eindringen von Mikro- 
organismen zu verhindern. Der Wattebausch fixiert gleichzeitig ein in das 
Wasser reichendes Thermometer. Der Kolben steht etwa 1 m höher als 
der Tisch. Der Gummischlauch wird an einem gläsernen T-Rohr angebracht, 
dessen zweiter Schenkel mittelst eines kurzen Schlauches (Fig. 284 D) zu einem 
Glasröhrchen führt, welches in einem durchbohrten Kork befestigt ist. Der 
Kork dient als Verschluß zu einer Flasche (Fig. 284 E), die seitlich am 
Tisch angebracht werden kann und zur Aufnahme des Harns bestimmt ist. 
Auf den dritten Schenkel des T-Rohres wird der kurze Schlauch (Fig. 248 ©) 
aufgestreift, welcher in den Katheter übergeht. Die zum Katheter und zum 
Harnglas führenden Schläuche sind durch Quetschhähne abzusperren; vor 
Beginn des Katheterisierens werden Katheter, Schläuche und der Heber 
desinfiziert, das vorher durch Kochen sterilisierte Wasser auf 38° C ge- 


') Soweit ich aus der Literatur ersehen konnte, sind Hündinnen zuerst von Falck 
(Arch. f. path. Anat. Bd. 9. S. 57 [1856]) katheterisiert worden, und zwar nach Spaltung 
des vorderen Teiles der Urethra. Diese Operation ist allerdings zum mindesten gänzlich 
überflüssig (D. Verf.). 

?) Pollitzer, Über den Nährwert einiger Verdauungsprodukte des Eiweißes. Pflügers 
Arch. Bd. 37. S. 303. 
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bracht und der Quetschhahn des zum Katheter führenden Schlauches ge- 
öffnet, um das im Innern des Hebers und Schlauches befindliche kalte 


Fig. 284. 


Wasser zunächst abfließen zu lassen.- Sodann klemmt man den ober- 
halb des T-Rohres befindlichen Schlauch (Fig. 284 B) zu und kathe- 
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terisiert das von einem Diener gehaltene Tier, nachdem man den Quetsch- 
hahn von dem Schlauch (Fig. 284 D) entfernt hat, der zum Harngefäl) führt. 
Bei kleinen Hündinnen wird das Katheterisieren wesentlich dadurch er- 
leichtert, dal man sich eines sterilen Spekulums bedient. Nachdem die 
Blase entleert ist, wird dieselbe mehrfach ausgespült, bis die abfließende 
Flüssigkeit farblos ist. Man spült die Blase aus, indem man den zum Harn- 
glas führenden Schlauch zunächst absperrt und die zum Heber und zum Ka- 
theter führenden öffnet, bis eine genügende Quantität Wasser in die Blase 
gelangt ist, hierauf schließt man den zum Heber führenden Schlauch und 
öffnet den zum Harnglas führenden. Die vollständige Entleerung der Blase 
erfolgt dadurch, dal) man die Daumen auf die Gegend der Lendenwirbel 
des Tieres legt und mit den übrigen 
Fingern auf die Blase einen allmäh- 
lich zunehmenden Druck ausübt. In 
Fig. 284F und Fig. 285 SP ist ein 
Spekulum dargestellt, welches sich beim 
Katheterisieren von Hündinnen gut be- 
währt hat. Es empfiehlt sich nach der 
Einführung des geschlossenen Spekulums 
(Fig. 285), letzteres an dem Griff etwas D. 
zu heben, so daß) die Längsachse des 
Spekulums ungefähr parallel zur Hori- 
zontalen verläuft. Hierauf dreht mang;, 
die Schraube, bis sich die Papille der 
Urethra aus dem entstehenden Schlitz 
hervorwölbt (Fig. 285 U). Es ist dann 
der Katheter durch den oberen Schlitz 
des Spekulums im spitzen Winkel 
(Fig.285 K) zur Längsachse des Instru- 
ments in die Urethra leicht einzuführen. 
Sehr kleine Hündinnen mit enger Vagina 
pflegen an den ersten Tagen den kücken 
stark zu krümmen und dadurch das Fig. 285. 
Katheterisieren zu erschweren. Die 

Tiere können jedoch ebenfalls leicht katheterisiert werden, wenn nach 
Anästhesierung der Vagina durch eine Kokainlösung ein zweiter Gehilfe durch 
Umfassen beider Oberschenkel der Hündin und mit den Daumen auf 
die Sitzbeine bewirktem Druck das Becken streckt. Sehr bald lassen 
sich auch solche Tiere ohne weiteres katheterisieren. Das Katheterisieren 
ist bei einiger Übung nach wenigen Minuten beendet. Wenn man bei 
männlichen Hunden das tägliche Katheterisieren, welches namentlich bei 
kleinen Tieren infolge der Feinheit der Katheter etwas zeitraubend ist. 
umgehen, jedoch den Harn täglich abgrenzen will, so wird man den Hund 
jedenfalls zu Beginn und nach Abschluß jeder Fütterungsperiode entweder 
katheterisieren oder den Harn nach dem Vorschlag von Zuntz (l. e.) ge- 
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winnen. An den einzelnen Tagen jeder Periode erfolgt dann die Ab- 
lagerung des Harnes zweckmäßig in folgender Weise: Dem Hund wird 
ein besonders konstruierter Harntrichter (Fig. 286) umgeschnallt (siehe 
Fig. 287), der durch einen Riemen hinreichend fixiert wird. Der Trichter- 
rand besteht aus einem starken Messingdraht (Fig.286 #), der zu einem 
Ringe der aus Fig. 286 ersichtlichen Form gebogen und mit der aus Zink- 
blech bestehenden Trichterwand (Fig.286 A) verlötet wird. Der Trichter 
reicht etwa vom Processus xiphoideus des Brustbeins bis vor das Skrotum 
und paßt Hunden recht verschiedener Größe. Die parallelen Seitenflächen 
des Triehters werden über den Penis geschoben, so daß letzterer dem 
Triehterboden aufliegt; hierauf schnallt man den Riemen in der Lenden- 
gegend fest. An das vordere Ende des Triehterbodens ist ein Ansatzrohr 


Fig. 286 (1/, der natürlichen Größe). 


(Fig. 2860) von ca. 1 cm Durchmesser gelötet, auf das ein Gummischlauch 
(Fig. 286 D) gestreift wird. Man bringt nun den Hund auf die gleich zu 
beschreibende Tretbahn und führt den Schlauch durch die seitliche Durch- 
bohrung eines Brettes in ein auf dem Boden stehendes zur Aufnahme des 
Harns bestimmtes Gefäß (Fig. 287 C). Hierauf läßt man den Hund durch 
Anstellen des Motors laufen. Erfahrungsgemäß urinieren Hunde meist 
leicht, sobald sie ein Stück Weges zurückgelegt haben; man stellt dann 
den Motor sofort ab und kann den Harn leicht restlos auffangen, indem 
man zuletzt Trichter und Schlauch mit angesäuertem Wasser durchspüilt. 
Handelt es sich um ein neues Versuchstier, das sich an die Apparatur und 
die Tretbahn noch nicht gewöhnt hat, so beläßt man dasselbe an einigen 
Tagen vor der Versuchsanstellung so lange auf der Tretbahn, auf der 
man es ab und zu laufen läßt, bis die Scheu vor dem Urinieren über- 
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wunden ist. Auf diese Weise gelingt die Abgrenzung des Harnes der ein- 
zelnen Tage leicht. Daß eventuell geringe Harnmengen in der Blase zu- 
rückbleiben, ist belanglos, da dieselben am folgenden Tage gewonnen 
werden. Den Kot setzen die Hunde ebenfalls auf der Tretbahn in ein 
untergehaltenes Gefäß ab, nachdem sie eine Weile gelaufen sind. 


Fig. 287. 


Hündinnen werden stets unmittelbar nach dem Katheterisieren, ‚täg- 
lich zu der gleichen Zeit auf die Tretbahn gebracht. Der Diener hält 
ein für die Aufnahme der Fäzes bestimmtes Gefäß bereit, und man läßt die 
Tretbahn langsam angehen. Nach kurzer Zeit wird das Tier sich zur De- 
fäkation anschieken, man stellt den Motor ab und der Kot wird indem 
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Gefäß direkt aufgefangen. Bei diesem Vorgehen läßt sich jeder Hund 
das Unterhalten des Kotgefäßes nach wenigen Tagen gefallen. Da die meisten 
Tretbahnen die Ruhe der Laboratorien durch starkes Klappern unliebsam 
stören, hat Prof. ©. Lehmann eine Tretbahn konstruiert und bauen lassen 
(Fig. 288 und 289), die wenig Geräusch macht und die sich für kleine 
Tiere gut bewährt hat. 

Die durch Scharniere verbundenen Holzbretter, welche den Boden der 
Tretbahnen zu bilden pflegen, sind hier ersetzt durch eine Leinwand aus 
Segeltuch (Fig. 289 E), die beiderseitig zwischen die Glieder von Radfahr- 
ketten Seth ist. Die beiden Ketten, welche die gleiche Gliederzahl haben, 
werden durch zwei Zahnräder bewegt (Fig. 289 B), welche an den Stirn- 
seiten einer hölzernen Welle von gleichem Radius wie das Zahnrad fixiert 
sind. Die Zahnräder führen die Ketten mit der zwischengenähten Leinwand 


_ 
il [ 


über die zweite Holzwelle (Fig. 289 C) am anderen Ende der Tretbahn. An 
der einen Seite der ersteren Welle sind außerdem noch drei weitere Zahn- 
räder verschiedener Größe (Fig. 289 B) angebracht, um die Geschwindig- 
keit zu variieren. Das eine oder andere dieser Zahnräder steht durch eine 
Radfahrkette mit dem Zahnrad des Vorgeleges in Verbindung, welches 
durch einen Elektromotor betrieben wird. Noch zweckmäßiger ist es, einen 
Motor mit geringer Tourenzahl (ca. 500) direkt mit einer in der Längs- 
richtung beweglichen eisernen N zu koppeln, welche je nach der Ein- 
stellung eine schnellere oder langsamere Umdrehung einer Friktionsscheibe 
bewirkt, die an der verlängerten Achse der Holzwelle statt der Zahnräder 
befestigt ist. Außer der leichteren Regulierung der Geschwindigkeit der 
Tretbahn wird hierdurch namentlich auch Raumersparnis bewirkt. Die Lein- 
wand ruht auf einem Brett (Fig. 289 D) bzw. wird über ein Brett geschleift, 
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welches zwischen den Radfahrketten und den Holzwellen durch die Seitenwände 
(Fig. 259 H) der Tretbahn mittelst zweier, auf der Fig. 250 sichtbarer Quer- 
leisten fixiert ist. Um die Reibung und die Abnutzung der Leinwand auf dem 
Brett zu verringern, ist auf letzteres ein Aluminiumblech aufgenagelt. Da die 
Hunde sich bisweilen zu Anfang sträuben, auf der Tretbahn zu laufen und ihre 
Füße gegen die Leinwand stemmen, kann es vorkommen, dal) die Ketten 
infolge Verkürzung der Leinwand einige Zentimeter seitlich aufeinander 
zu verschoben werden und erfolgt dabei eventuell das Aushaken einer Kette 
aus dem Zahnrad. 

Das Aushaken wird dadurch vermieden, daß man zwischen die Ketten 
in einer Entfernung von ca. 25 em Holzbrettchen von ca. 3 cm Breite und 
05 cm Stärke auf die Leinwand durch übergenähte Leinwandstreifen fixiert 


ig. 289. 


(Fig. 289). Die Leinwand braucht erst nach 1—2 Jahren ersetzt zu werden 
bei täglicher Benutzung der Tretbahn. Die Tretbahn ist, wie aus Fig.289 @ 
und F' ersichtlich, auch für die Leistung von Steigarbeit eingerichtet, eine 
Welle bewegt den Tourenzähler (Fig. 288 E), damit man die zurückgelegte 
Entfernung messen kann. Man kann sich, falls die Arbeitsleistung nicht 
sehr genau bestimmt werden muß, eines billigen Tourenzählers für Fahr- 
räder bedienen, der leicht zu kalibrieren ist. An dem hinteren Rahmen der 
Tretbahn ist eine kleine Türe (Fig. 288 A) angebracht, um, falls es einmal 
vorkommen sollte, daß Kot, auf die Tretbahn fällt, letzteren leicht ge- 
winnen zu können. Die untersten Leisten des seitlichen Gitters (Fig. 289 J) 
sind abzuschrägen, damit die Tiere bei einem etwaigen Versuch, sich auf 
die Leisten des Holzgitters zu stellen, sofort wieder auf die Bahn zurück- 
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gleiten. Nachdem der Hund die vorgeschriebene Entfernung (ca. 3 km täg- 
lich genügen, um das Tier längere Zeit gesund zu erhalten) mit eventuell 
1 oder 2 Pausen auf der Bahn zurückgelegt hat, wird er gewogen, in den 
Käfig gebracht und erhält hierauf eine kleine Portion der Tagesration, 
unter welche die zur Abgrenzung der Fäzes bestimmte Substanz ge- 
mischt ist. Einige Stunden später wird das übrige Futter vorgesetzt. Zur 
Abgrenzung benutzt man meistens Kieselsäure, pulverisierte Kohle oder 
Knochen !) ete.2) Falls der Kaloriengehalt der Fäzes bestimmt werden soll, 
ist es natürlich erforderlich, auch den Kaloriengehalt der zur Abgrenzung 
bestimmten Kohle zu ermitteln und genau gewogene Mengen zur Abgren- 
zung des Kotes zu verwenden. Reicht man Knochen, was schon in diäte- 
tischer Hinsicht sehr zu empfehlen ist, so hat man ebenfalls eine abge- 
wogene Menge von gleichmäßiiger Beschaffenheit und bekannter Zusammen- 
setzung zu verfüttern. Ich beschaffe mir eine größere Quantität Knochen, 
trockne dieselben, lasse sie mahlen, entferne die Hauptmenge des Fettes 
durch Übergießen mit kaltem Äther und Abfiltrieren und bestimme in der 
verbleibenden Substanz N- und Kaloriengehalt. Am zweiten und an den 
folgenden Versuchstagen wird das Tier natürlich zu der gleichen Zeit 
katheterisiertt und kommt hierauf auf die Tretbahn. Es wird bei Beginn 
des zweiten Versuchstages eine flache Porzellanschale bereitgehalten, um 
nach der Defäkation die Abgrenzung des Kotes genau auszuführen. Der 
vor dem Erscheinen der abgrenzenden Substanz abgesetzte Kot wird ent- 
fernt, der übrige quantitativ in ein mit Porzellanspatel beschicktes, ge- 
wogenes Zylinderglas gebracht, mit verdünnter Salzsäure angesäuert und 
in den Eisschrank gestellt. Den Fäzes darf nur soviel verdünnte Salzsäure 
zugesetzt werden, daß sie von diekbreiiger Beschaffenheit bleiben, weil 
andernfalls die Entnahme von Durchschnittsproben erschwert wird. Der 
etwa in den Käfig gelassene Harn ist zum größten Teil in das unterge- 
stellte Glasgefäß gelaufen; die in dem Käfig zurückgebliebenen Reste wer- 
den mit angesäuertem Wasser mit Hilfe einer Bürste quantitativ ausge- 
spült und mit dem durch Katheterisieren gewonnenen und dem aus dem 
Käfig abgelaufenen Harn vereinigt, filtriert, auf ein bestimmtes Volumen 
aufgefüllt und analysiert. Den Kot setzen die Tiere bei Benutzung der 
Tretbahn mit seltenen Ausnahmen nur dann in den Käfig ab, wenn la- 
xierende Futterstoffe gereicht werden; derselbe ist dann natürlich, wenn 
keine Untermischung mit Harn erfolgt ist, nach der Gewinnung des letzteren 
mit Hilfe einer Bürste und angesäuertem Wasser quantitativ zu entfernen 
und in das dazu bestimmte Zylinderglas zu bringen. Gelingt die Trennung 
vom Harn nicht, so kann man natürlich an diesem Tage nur die N-Bilanz 
aus der Summe der Nährstoffeinnahmen und Ausgaben aufstellen, muß 


‘) Die Knochen werden ohne vorherige Mischung mit Futter ca. 2—-3 Stunden 
vor Verabreichung desselben direkt gegeben. 

?) Siehe auch R. Tigerstedt, Physiologie des Stoffwechsels in W. Nagels Handb. 
d. Physiol. d. Menschen. Bd. 1. 2. Hälfte. 1. Teil. S. 341—342. 
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dagegen auf die gesonderte Ermittelung des resorbierbaren Anteils der 
Nährstoffe und der umgesetzten Menge des Nahrungsstickstoffs verzichten. 

Es ist empfehlenswert, das angesäuerte Wasser zum Spülen in eine 
5—107 fassende Flasche zu füllen und letztere 1—2 nm über dem Käfig 
anzubringen: mittelst Hebers und Gummischlauches, der auf eine kurze, 
ausgezogene Glasröhre gestreift wird, kann man das Wasser in feinem, 
scharfem Strahl leicht in alle Teile des Käfigs spritzen, bei gleichzeitiger 
Anwendung der Bürste; der Boden des Käfigs ist zwecks quantitativer 
Gewinnung der Harnreste aufzurichten und beiderseitig zu reinigen. Hier- 
auf wird der Schlauch zugeklemmt und aufgehängt, das untergestellte 
Harnglas erst nach völligem Ablaufen des Spülwassers entfernt und durch 
ein zweites ersetzt. Der Hund hat inzwischen unter Aufsicht die vorge- 
schriebene Entfernung auf der Tretbahn zurückgelegt, er wird gewogen, 
in den Käfig gebracht und erhält sein Futter. 

Den Harn filtriere ich mit Hilfe einer Wasserstrahlpumpe in einen 
Erlenmeyerschen Druckkolben; zu dem Zwecke wird ein mit Glaswolle be- 
schickter, gewogener Glastriehter mittelst durchbohrten Gummistopfens mit 
dem Kolben verbunden und der Harn filtriert. Auf dem Filter bleiben 
Haare und Epithelien zurück, die nach Beendigung der Periode analysiert 
werden. Der filtrierte Harn wird, wie gesagt, auf ein bestimmtes Volumen 
aufgefüllt und analysiert, ein aliquoter Teil nach Zusatz von Thymol (nach 
Vorschlag von Tang!) in einer entsprechend etikettierten Flasche zwecks 
eventueller späterer Analysierung aufbewahrt. Ich möchte noch besonders 
darauf hinweisen, daß das Ansäuern des Harns. falls letzterer nicht 
bei sehr niedriger Temperatur aufbewahrt werden kann, unbedingt er- 
forderlich ist, wenn man denselben später analysieren will.) Setzt man 
nur Thymol zu, so lassen sich Stiekstoffverluste nicht vermeiden. 

Der Kot vom zweiten und von den folgenden Versuchstagen wird 
direkt in dem dazu bestimmten Zylinderglas aufgefangen, die jedesmalige 
Tagesportion angesäuert, sorgfältig mit den Fäzes der früheren Tage ver- 
mischt, im Eisschrank aufbewahrt und nach Abschluß der Periode und 
erfolgter Abgrenzung frisch auf seinen N-Gehalt untersucht. Bei diesem 
Vorgehen, welches N-Verluste ausschließt, ist der Arbeitsaufwand nicht 
größer als bei der Trocknung des Kotes. Beim Trocknen des Kotes findet 
man fast stets N-Verluste (l. e. S. 368). Für die übrigen Analysen sind die 
Fäzes natürlich zu trocknen, und zwar möglichst bei vermindertem Druck 
und bei einer Temperatur nieht über 60° C. 

Die Wägung des Versuchstieres hat entweder täglich oder doch 
jedenfalls zu Beginn und am Schlusse jeder Periode zu erfolgen, und zwar 
zu derselben Tageszeit, nach der Katheterisierung und Defäkation und vor 
der Futteraufnahme. Wenn die Hunde täglich auf der Tretbahn die not- 


!) Ich habe nach bloßem Thymolzusatz erhebliche N-Verluste besonders dann 
nachweisen können, wenn ich nach wenigen Wochen den Harn in kleinen, mit Zellu- 
loseblöckchen beschickten Gefäßen bei Zimmertemperatur im Vakuum über Schwefel- 
säure für die kalorimetrischen Bestimmungen eintrocknen ließ. 
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wendige Bewegung haben, pflegen sie die Tagesportion des Futters fast 
stets innerhalb weniger Minuten zu verzehren, und zwar auch bei längerer 
Versuchsdauer. so daß keine unliebsame Unterbrechung der Versuche zu 
befürchten ist. sofern dem Futter nicht Substanzen zugesetzt sind, die sehr 
ungern aufgenommen werden oder toxisch wirken. Wird die Nahrungsauf- 
nahme verweigert, dann greift man am besten zur Schlundsonde. Man ver- 
bindet diese mit einer Spritze, die zum mindesten '/, der Tagesportion 
aufnehmen kann und füllt zunächst die Sonde durch Druck auf den Spritzen- 
stempel mit dem Speisebrei. Nun führt man die Sonde in den Magen ein. 


9, Stoffwechselversuche an Wiederkäuern. 


Infolge der Aufnahme voluminösen, rohfaserreichen Futters ist der 
Aufenthalt der Kontenta im Magendarmkanal des Wiederkäuers, welcher 
den natürlichen Ernährungsbedingungen zweckmäßig angepaßt ist, im Ver- 
gleich zum Karnivoren von erheblich längerer Dauer. Die unverdauten 
letzten Reste einer Ration werden erst nach 4—5 Tagen ausgeschieden 
und es können eventuell Futterbestandteile noch nach 2 Wochen in den 
Fäzes nachgewiesen werden, wenn z.B. nach rohfaserreicher Fütterung 
(Stroh) leicht verdauliches Grünfutter gereicht wird. Infolgedessen müssen 
die Vorfütterung und die einzelnen Fütterungsperioden von entsprechend 
längerer Dauer sein als beim Fleisehfresser. Das ist aber noch aus einem 
anderen Grunde erforderlich. Während man nämlich, wie wir gesehen haben, 
beim Hunde Fäzes und Harn durch Verfütterung geeigneter Stoffe bzw. 
durch Katheterisieren scharf abgrenzen kann, ist das beim Wiederkäuer 
nicht möglich. Die etwa einer Futterportion beigemischte, zur Abgrenzung 
bestimmte Substanz würde in den 4 Magenabteilungen und im Darmkanal 
mit den dort bereits vorhandenen und später nachfolgenden Ingestis der- 
artig vermischt werden, daß von der Abgrenzung einer bestimmten Ration, 
wie gesagt, nicht die Rede sein kann. Das Katheterisieren ist bei männlichen 
Wiederkäuern ausgeschlossen und bei weiblichen kaum ausgeführt worden. 
Bei letzteren stößt die Trennung der flüssigen von den festen Exkrementen 
auf Schwierigkeiten. Immerhin hat man auch schon früher, z. B. bei Milch- 
kühen, durch geeignetes Wärterpersonal Kot und Harn bei der jedesmaligen 
Entleerung gesondert auffangen lassen (©. Voit, M. Fleischer), und in neuerer 
Zeit sind z.B. von 0. Hagemann‘) brauchbare Harn- und Kotfänger für 
Milchkühe, von @. Fingerling:) solche für Ziegen und Schafe konstruiert 
und beschrieben worden; bisher wurden zum größeren Teil Stoffwechsel- 
versuche an kastrierten männlichen Tieren, Ochsen und Hammeln, ausge- 
führt. Für Versuche an Hammeln sind die von der Firma Klapproth, 
Göttingen, gelieferten Zwangsställe (Fig. 290) und die von F. Lehmann 
konstruierten Kotbeutel und Harntrichter empfehlenswert. 


') 0. Hagemann, Physiologie der Haussäugetiere. S.196. Verlag von E. Ulmer, 
Stuttgart 1906. 
2, Zeitschrift für Biologie. Bd. 52. S. 83. 1909. 
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Der Stall ist ganz aus Eisen hergestellt, die Krippe (Fig. 290 A) aus 
verzinktem Eisenblech. Die Seiten des Stalles (Fig. 290 H) bestehen aus 
Eisenblech , das durch zwei gekreuzte Schienen verstärkt ist, die gleich- 
zeitig zur Verstärkung des Rahmens dienen. Der Stall besteht aus zwei 
Abteilungen (Fig. 290 K und J). die vordere (Fig. 290 K) dient zur Auf- 
nahme der Krippe, zu der man durch Öffnen einer Klappe (Fig. 290 F) 
leicht gelangen kann. Die beiden Abteilungen des Stalles sind getrennt 
durch eine senkrechte Scheidewand aus Eisenblech (Fig. 290 D), welche 
eine genügend große Öffnung zum Hindurchstecken des Kopfes des Ver- 
suchstieres besitzt. Diese Einrichtung verhindert, daß Futterbestandteile 
unter die Füße des Hammels gelangen. Die Abteilung des Stalles, in der das 


Fig. 290. 


Tier steht, hat ferner eine seitliche Öffnung, um die Wasseraufnahme aus 
einem außerhalb des Käfigs angebrachten herausnehmbaren, übergitterten 
(Gefäß zu ermöglichen, das aus Zinkblech besteht (Fig. 290 B). Die Rück- 
wand bildet ein Fallgitter (Fig. 290 E). Der Fußboden hat in der Mitte 
eine Öffnung von ca. 3 cm Durchmesser (Fig. 290 ©) zur Durchführung des 
Gummischlauches, welcher den Harn in ein Glasgefäß leitet, das auf einem 
zweiten Boden (Fig. 290 @) steht, der gleichzeitig zur Festigung der Füße 
des Zwangsstalles dient. Zur Fixierung des Kotbeutels und des aus Zink- 
blech oder auch aus Leder gefertigten Harntrichters dient ein besonderes 
Geschirr aus Leder, das mit Filz gepolstert ist. Der Kotbeutel besteht 
aus Sackleinwand, er wird einmal unterhalb des Anus fixiert und zwischen 
den Hinterschenkeln an entsprechenden Riemen befestigt und außerdem 


Abderhalden, Handbuch der biochemischen Arbeitsmethoden. IH. 67 
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mit angenähten Bändern um den Schwanz des Tieres gebunden. Die Fäzes 
können durch Aufknöpfen des Beutelbodens leicht vollständig in ein unter- 
gestelltes Gefäß entleert werden. Der Kotbeutel ist täglich mehrere Male 
zu entleeren, die Fäzes sind anzusäuern und in der Kälte aufzubewahren. 

Auf die gleichmäßige Beschaffenheit und sehr sorgfältige Durch- 
mischung, vor allem der Rauhfutterstoffe, wie Heu und Stroh, ist ganz be- 
sonderes Gewicht zu legen. Die genannten Futtermittel sind in Mengen, 
welche für die ganze Versuchsreihe ausreichen, mittelst einer Häckselmaschine 
zu feinem Häcksel zu schneiden; die gesamte Quantität ist auf einer ge- 
nügend großen Fläche auszubreiten und oft durcheinander zu mischen; 
schließlich werden aus allen Teilen des Materiales Proben entnommen, 
diese vereinigt und zwecks der Entnahme einer Durchschnittsprobe für die 
Analyse in geeigneten Mühlen weiter zerkleinert. Futtermischungen dürfen 
nicht für die ganze Periode hergestellt werden, sondern es sind die ver- 
schiedenen Futterstoffe täglich gesondert zu wägen und unmittelbar vor 
der Verfütterung zu vermischen. Während der Fütterungsversuche ist der 
Wassergehalt des Rauhfutters ebenso eventuell des Körnerfutters mehrfach 
zu bestimmen, da nicht unerhebliche Abweichungen von dem ursprüng- 
lichen analytischen Resultat vorkommen können. Diese Arbeit kann man 
sich dadurch ersparen, daß man am Tage der Probeentnahme die einzelnen 
Tagesrationen für die ganze Versuchsreihe in Säcke resp. Gefäße entspre- 
chender Größe wägt. Oft genug lassen die Tiere Reste von namentlich 
erobstengeligen Futterbestandteilen in der Krippe zurück, die quantitativ 
gesammelt und analysiert werden müssen, da weder der Gehalt derselben 
an Trockensubstanz noch an sonstigen Bestandteilen dem gefundenen Durch- 
schnittswert für das betreffende Futtermittel entspricht. Der Gehalt der 
Futterreste an Einzelbestandteilen ist von dem Gehalt des vorgesetzten 
Futters hieran in Abzug zu bringen. 

Hackfrüchte, wie Kartoffeln und Rüben etc., sind bei längerer Ver- 
suchsdauer nicht nur mehrfach auf den Trockensubstanzgehalt zu unter- 
suchen, sondern auch auf den Gehalt an den in Betracht kommenden 
Einzelbestandteilen, da bei der Atmung der Pflanzenteile organische Sub- 
stanz verloren geht. Was den Bedarf an Nährstoffen anbelangt, so 
benötigen erwachsene Ochsen nach Kellner pro 1000 kg Lebendgewicht 
bei Erhaltungsfutter 15—21 kg Trockensubstanz, hierin 0'6—0'8 kg ver- 
dauliches Eiweiß, O1 kg verdauliches Fett und 75—95 kg verdauliche 
stickstofffreie Extraktstoffe plus Rohfaser. Der Wiederkäuer vermag sich 
also noch mit einer geringeren Eiweißmenge in das Stickstoffgleichgewicht 
zu setzen wie der Carnivor. Mastrinder erhalten in erwachsenem Zustande 
ca. 24-30 kg Trockensubstanz, mit 1°6 kg verdaulichem Protein, 07 kg 
verdaulichem Fett und 16%g verdaulichen stickstofffreien Extraktstoffen 
inklusive Rohfaser. An Schafe sind ungefähr die gleichen Nährstoffmengen 
für die Gewichtseinheit zu verfüttern. 

Die Tagesration ist den Tieren niemals auf einmal, sondern mindestens 
in fünf Portionen in entsprechenden Abständen und stets zu denselben 
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Zeiten vorzusetzen, die Quantität des aufgenommenen Wassers ist zu 
bestimmen. 

Vor Beginn der Versuche ist dem Hammel die Wolle vom Kopf und 
von der Wamme abzuscheeren, um das Anhaften von Futterbestandteilen 
zu verhindern; ebenso muß die Wolle abgeschoren werden auf der vom 
Harntrichter bedeckten Fläche in der Umgebung des Penis und ferner auch 
auf den vom Kotbeutel bedeckten Stellen in der Umgebung des Anus, um 
die Exkremente quantitativ gewinnen zu können. 

Im allgemeinen empfiehlt es sich, daß die Dauer der einzelnen Pe- 
rioden nicht weniger als 14 Tage beträgt. Reicht man während aller 
Perioden das gleiche Grundfutter, z. B. Heu, und während der Hauptperioden 
nur verhältnismäßig geringe Mengen anderer Substanzen als Zulage zu 
der gleichen Heumenge, so genügen eventuell 8—1Ötägige Perioden. Man 
wird dann jedoch 2—3 Tage nach Abschluß der Hauptperiode die eventuelle 
Nachwirkung der verabreichten Futtermittel zu untersuchen haben, 
also erst am 3. oder 4. Tage der folgenden Grundfutterperiode mit der 
Aufstellung der Bilanz für letztere beginnen. Wenngleich der N-Gehalt der 
Fäzes der Herbivoren während der Trocknung nicht so erhebliche Verluste 
erfährt wie bei den Carnivoren, so halte ich es doch für erforderlich, auch 
den Kot der Wiederkäuer frisch auf seinen N-Gehalt zu untersuchen. Wenn 
man die Analysen nicht täglich ausführen kann oder will, hat man von 
jeder Tagesportion einen bestimmten Prozentsatz der Fäzes abzuwägen, an- 
zusäuern und im Eisschrank aufzubewahren. Die Menge der gesamten Fäzes 
der Wiederkäuer ist zu groß, um aufbewahrt zu werden. Ich verfahre bei 
der Probenahme folgendermaßen: die gesamten Fäzes werden in einen 
entsprechend großen tarierten Glaszylinder gebracht und sofort gewogen. 
Hierauf werden dieselben in einer großen Porzellanreibschale schnell zer- 
rieben und von der Durchschnittsprobe 2°/, des Gesamtgewichtes sofort 
in einen Glaszylinder gebracht, mit HCl angesäuert und in der Kälte auf- 
bewahrt. Ebenso werden an den folgenden Tagen die gleichen Gewiehts- 
prozente der Fäzes sorgfältig mit dem Kot der früheren Tage untermischt. 
Unmittelbar nach Abschluß der betreffenden Periode werden nach noch- 
maliger guter Durchmischung und Wägung Durchschnittsproben in Wäge- 
gläser gebracht und gleich auf ihren N-Gehalt untersucht; die für die 
übrigen Analysen bestimmten Kotproben sind bei vermindertem Druck und 
nicht zu hoher Temperatur zu trocknen. Vor der täglichen Entnahme des 
Harns aus dem Zylinder sind die vom Harntrichter bedeckte Fläche des 
Bauches, der Harntrichter und der von letzterem in den Harnbehälter führende 
Gummischlauch mit angesäuertem Wasser gründlich ab- resp. auszuspülen 
und das Spülwasser mit dem Harn zu vereinigen, der zweckmäßig mit Hilfe der 
Wasserstrahlpumpe durch Glaswolle zu filtrieren ist. Die auf dem Filter even- 
tuell verbleibenden ungelösten Harnbestandteile sind gesondert zu analysieren. 
Im übrigen ist bei der Vorbereitung des Harnes für die Analyse sowie 
bezüglich der Konservierung desselben für spätere Untersuchungen zu ver- 
fahren, wie in dem Kapitel über Stoffwechselversuche an Hunden angegeben. 
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3. Stoffwechselversuche an Vögeln. 


Stoffwechselversuche an Vögeln stoßen insofern auf größere Schwierig- 
keiten, als Fäzes und Harn nicht ohne weiteres von einander zu trennen 
sind, da sie durch einen gemeinsamen Ausführungsgang, die Kloake, ent- 
leert werden. Man hat sich daher meistens darauf beschränkt, die ver- 
mischten Exkremente zu gewinnen und zu analysieren. Auf diese Weise 
gelingt es allerdings nur den N-Ansatz zu ermitteln und allenfalls die Ver- 
dauungskoeffizienten der Rohfaser festzustellen. Es gelingt jedoch nicht, 
z.B. den verdaulichen Anteil des Eiweiß mit Hilfe der Methoden von 
Stutzer resp. Barnstein zu bestimmen. In einem Versuch mit einem Hahn, 
bei dem ich bei ausschließlicher Roggenfütterung den Harn mit Hilfe der 
gleich zu besprechenden Methode rein gewonnen hatte, gingen bei der 
Eiweißbestimmung nach Barnstein rund 55°/, des Harnstickstoffs nicht in 
das Filtrat über, wurden also fälschlich als Eiweißstickstoff bestimmt. Auch 
die Verdauungskoeffizienten des Fettes lassen sich, wenn man den Harn 
nicht getrennt von den Fäzes gewinnt, nicht genau bestimmen. So fand 
ich beispielsweise in dem mit HCl schwach angesäuerten und bis zur Ge- 
wichtskonstanz getrockneten Harn der erwähnten Roggenperiode 1°5°/, 
Ätherextrakt. 

In den wenigen, bisher überhaupt vorliegenden Versuchen an Vögeln 
hat man, wenn wir zunächst von der Arbeit von Paraschtschuk, auf die 
ich noch kurz eingehen werde, absehen, die Exkremente entweder da- 
durch quantitativ gewonnen, daß man die Tiere durch entsprechende 
Vorrichtungen in hockender Stellung hielt und ein Gefäß unter die Kloake 
stellte (Weiske), oder man hat sich damit begnügt, die Vögel einfach in 
Käfige zu bringen, welche einen Boden aus verzinktem Drahtnetz enthielten, 
durch den wenigstens der flüssige Anteil des Harnes und geringe Mengen 
der festen Ausscheidungen in einen darunter befindlichen ausziehbaren 
Blechkasten entleert wurden. Die auf dem Drahtnetz und an dem Körper 
der Versuchstiere befindlichen Exkremente suchte man durch sorgfältiges 
Abwaschen quantitativ zu erhalten, was immerhin seine Schwierigkeiten 
hat. Es kommt noch hinzu, daß nicht selten Futterbestandteile aus den 
Futternäpfen beim Aufpicken der Nahrung verstreut, mehr oder weniger 
mit den Exkrementen vermengt und dann bisweilen nicht leicht von ihnen 
getrennt werden können. Letzteren Übelstand kann man dadurch beseitigen, 
daß man den Vögeln das Futter in Nudelform in den Schnabel stopft, 
oder doch wesentlich einschränken, durch Verwendung zweckmäßiger Futter- 
näpfe. So empfiehlt es sich, z. B. für Hühner, etwas größere Näpfe, wie 
üblich, zu wählen, welche bei runder oder quadratischer Grundfläche nach 
dem Rande der Öffnung zu konisch verlaufen, resp. schräge Seitenwände 
haben, so daß der Durchmesser der Öffnung ca. 2—D5 cm geringer ist, als 
der des Bodens. Die Futtergefäße haben zweckmäßig ca. 12 cm Durchmesser 
am Boden, bei zirka 5 cm Höhe. Der Futternapf ist außerhalb des Käfigs so zu 
fixieren, daß das, Huhn bei der Futteraufnahme den Hals durch eine ent- 


. 
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sprechende Öffnung des Käfigs ziemlich weit herausstrecken muß. Durch 
einen passenden Aufsatz kann man außerdem das Herauswerfen von Futter 
an 3 Seiten des Napfes verhindern. 

Nun ist es durchaus wünschenswert, Kot und Harn getrennt und 
quantitativ leicht aufzufangen. Beides gelingt, und zwar durch die Aus- 
führung einer Operation, also die Schaffung eines Anus praeternaturalis, 
und durch Befestigung eines Kot- und eines Harnbeutels aus Gummi, welche 
den Tieren freie Bewegung und die Unterbringung derselben in jedem 
beliebigen, geräumigen Käfig gestatten. 

Ich habe schon früher bei Hähnen einen Durchtritt für die Fäzes 
durch Schaffung eines Anus praeternaturalis hergestellt!) und die Methodik 
vor kurzem wesentlich verbessert. Die Tiere bleiben längere Zeit gesund, 
man kann mehrere Monate Stoffwechselversuche mit ihnen durchführen. 


Fig. 291. Fig. 292. 


Da die Operationsmethode (siehe die Fig. 291, 292 und 293) bisher von 
mir noch nicht publiziert worden ist, will ich dieselbe hier kurz schildern: 

24 Stunden vor der Operation erhält das Tier nur Wasser. Die Federn 
sind zwischen Brustbein, Kloake und den Schenkeln ganz kurz abzuschneiden, 
ebenso die Schwanzfedern. Als Narkotikum ist Äther zu wählen, gegen 
Chloroformnarkose sind Hühner sehr empfindlich und gehen während der- 
selben nicht selten zugrunde. 

In der Mitte zwischen dem kaudalen Ende des Brustbeins (Processus 
xiphoideus) (Fig. 291 F) und der Kloake (Fig. 291 E) wird ein Schnitt von 
ca. Icm Länge in der Linea alba durch die Bauchdecken und das Peri- 
toneum geführt, so daß der Darmkanal zutage tritt. Hierauf ist mittelst 


%) Simeon Paraschtschuk, Die Verdauung des Mais bei Hühnern. Journ. f. Landw. 
Bd. 50. S. 15—32 (1902). Herr Paraschtschuk hat allerdings vergessen zu erwähnen, 
daß ich die Tiere für seine Versuche operiert und ihm dadurch die Trennung von Fäzes 
und Harn ermöglicht habe. Selbst hat er diese Operation erst bei den späteren Ver- 
suchen ausgeführt. 
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einer gekrümmten Schere eine runde Öffnung von ca. 1 cm Durchmesser 
durch Bauchdecken und Peritoneum zu schneiden. Mit Hilfe eines krummen 
Fadenführers wird alsdann eine Schlinge des Rektums aus der Tiefe her- 
vorgeholt und mittelst zweier Klemmpinzetten (Fig. 291 und Fig.292 Cu. D), 
die ein ea. 1 cm langes Darmstück zwischen sich lassen, fixiert. 

Das Darmstück wird durch einen Querschnitt in der Mitte (Fig.291 B) 
durchtrennt, das zur Kloake führende Ende (Fig. 292 5) vernäht und in 
die Bauchhöhle zurückgebracht.') Der Rand des anderen Darmstückes 
(Fig. 292 A) wird in den ,Wundrand eingenäht, somit ist hier ein Anus 
praeternaturalis (Fig. 293 4) geschaffen, und sind die Tiere, wenn man 
nicht die einfachsten Regeln der Anti- resp. Asepsis außer Acht gelassen 


Fig. 293. 


hat, nach wenigen Tagen gesund und können zu Stoffwechselversuchen be- 
nutzt werden. 

Es ist notwendig, täglich nach Entfernung des Kotbeutels den Anus 
praeternaturalis zu bougieren, um eine Verengung desselben durch Ver- 
narbung zu verhindern. Zur Befestigung des Kot- und des Harnbeutels ist 
ein verzinkter Draht zu benutzen, den man, entsprechend den anatomischen 
Verhältnissen des Tieres, biegt und lötet. Der obere, die Kloake umgebende 
Drahtring wird fixiert unterhalb der bügelförmigen Sitzbeine (Z und @ m 
Fig. 291, 292 und 293) des Huhnes, die er vollständig umgibt. Eine Ver- 
schiebung des Ringes wird durch daran befestigte kleine Lederriemen ver- 


!) Die Ureteren führen erst kurz vor der Mündung der Kloake in letztere, so daß 
man überhaupt nur eine oberhalb ihrer Einmündung befindliche Darmschlinge heraus- 
bringen kann. 


Gesamtstoffwechsel: Stoffwechselversuche an Hunden, an Wiederkäuern ete. [061 


hindert, die an einen Leinwandgurt angeschnallt werden, der den Rumpf 
des Tieres umgibt. Der Gurt ist in seinem mittleren Teil, der den 
Thorax bedeckt, breit (Fig. 294), wird dann zweiteilige (Fig. 294 E u. F), 
um die Oberarme durch den Schlitz zu führen und also die Flügel frei 
zu lassen. Die Gurtenden werden auf dem Rücken des Tieres festgeschnallt. 
Der hintere Gurt (Fig. 294 F) trägt die Schnallen (Fig. 294 C und D), an 
denen Harnbeutel (Fig. 294 und 295 A) und Kotbeutel (Fig. 294 und 295 B) 
durch Riemen (Fig. 294 und 296 € u. D) befestigt werden. 

Auf den unteren Rand des beschriebenen Drahtringes, welcher die 
Kloake umgibt und den Harnbeutel trägt, wird ein zweiter Drahtring nach 


Fig. 294. 


genauer Anpassung aufgelötet; derselbe umfängt den Anus praeternaturalis, 
trägt den Kotbeutel und wird, wie angegeben, ebenfalls durch Riemen an 
dem Leinwandgurt befestigt, wie aus Fig. 294 ersichtlich. 

Eine sehr gute Fixierung des Harn- und Kotbeutels bewirkt man 
auch dadurch, daß man die zugehörigen Drahtringe am inneren Rande 
der Sitzbeine bei genauer Anpassung an letztere herum und durch die 
Lücke, welche sich zwischen den rudimentären Schambeinen befindet, hin- 
durchführt, wie aus Fig. 293 J ersichtlich. Die Gummibeutel fassen je zirka 
250-300 em® und vermögen Kot und Harn eines Tages aufzunehmen. Ver- 
zichtet man auf die getrennte Gewinnung von Harn und Kot, also auf 
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einen operativen Eingriff, so vermag man natürlich auch die Exkremente 
in einem Beutel aufzufangen; es ist jedoch erforderlich, zwecks besserer 
Fixierung des Beutels, daß der zweite Drahtring, natürlich ohne einen 
3eutel daran zu befestigen, an den ersten Drahtring angelötet wird, um 
als Stütze zu dienen. 

Die Fäzes lassen sich bei Hühnern sehr leicht, z. B. mittelst Kohlen- 
staubes, abgrenzen.!) Die Aufenthaltsdauer der Contenta im Magen- 
darmkanal ist eine außerordentlich kurze. Bei reiner Kartoffelfütterung 
erscheint z. B. der zum abgegrenzten Futter gehörige Kot bereits nach 
ca. 1'/, Stunden, nach Fütterung von Kartoffeln und Hafer bzw. Kartoffeln 
und Roggen und auch bei reiner Körnerfütterung nach ca. 21/, Stunden. 
Was den Nährstoffbedarf der Hühner anbelangt, so ist es mir ge- 
lungen, erwachsene Hähne mit 19 verdaulichem Rohprotein (N x 625) und 
80 Rohkalorien resp. 60 Reinkalorien pro Kilogramm Lebendgewicht in das 


Fig. 295. 


N-Gleichgewicht zu bringen und bei unverändertem Körpergewicht kurze 
Zeit im Käfig bei Zimmertemperatur zu erhalten, 1. c.!) 

Bezüglich der Vorbereitung des Futters, der Vorfütterung, der Be- 
stimmung der Verdauungskoeffizienten, der Aufbewahrung von Kot und 
Harn für die Analysen etc. haben dieselben Gesichtspunkte Gültigkeit, 
welche ich in den Abschnitten über Stoffwechselversuche an Hunden bzw. 
Wiederkäuern dargelegt habe. Bei der Gewinnung von Vogelharn ergibt 


1) Allerdings ist die Abgrenzung besonders dann keine sehr scharfe, wenn roh- 
faserreiches Futter verabreicht wird; es bleiben nämlich gewisse Mengen an Futterresten 
im Magen und in den Blinddärmen hinter der zur Abgrenzung benutzten Substanz 
zurück. Aus diesem Grunde ist es ratsam, nicht zu kurze (sondern mindestens 5tägige) 
Perioden zu wählen. Näheres siehe unter: Studien über den Stoffwechsel des Haus- 
huhns ete. Unter Mitwirkung von @. Yakuwa, von W. Völtz, Landwirtschaftliche Jahr- 
bücher, Bd. 38. S. 553—592 (1909). 
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sich übrigens eine Komplikation insofern, als die Hauptmenge des Stick- 
stoffes in fester Form als Harnsäure ausgeschieden wird. Man hat also 
den festen Harn und den flüssigen Harn gesondert zu analysieren, wenn 
man zu exakten Resultaten gelangen will. Eine gleichmäßige Durchmischung 
ist nach meinen Erfahrungen nur schwer möglich. Beiläufig will ich noch 
bemerken, daß ich bei Verabreichung der genannten Futtermittel an 
Hähne ziemlich konstant dasselbe Verhältnis von Harnstickstoff in fester 
Form zu solchem in gelöster Form gefunden habe, es waren nämlich zirka 
65°/, des Stickstoffs ungelöst, @a. 35°/, gelöst. Ohne quantitative Trennung 
von Fäzes und Harn ist es, wie hervorgehoben, nicht möglich, den ver- 
daulichen Anteil der einzelnen Nährstoffe auch nur annähernd genau zu 
bestimmen. Ist ein operativer Eingriff, welcher genaue Resultate erzielen 
läßt, aus irgend einem Grunde nicht durchführbar, so kann ich nur empfehlen, 
sowohl im Futter als in den quantitativ gesammelten Exkrementen N- 
und Kaloriengehalt zu bestimmen. Wenn auf diese Weise auch nicht der 
resorbierbare Anteil der einzelnen Nährstoffe zu ermitteln ist, so gelangt 
man doch zu genauen Daten über den durch die verschiedenen Futter- 
mittel bewirkten N-Ansatz und über den Gehalt derselben an nutzbaren 
Kalorien. 


Untersuchungen an Seetieren. 
Von M. Henze, Neapel. 


Seitdem man die Notwendigkeit der Anwendung exakter chemischer 
Methoden in der physiologischen Chemie erkannte, hat dieses Forschungs- 
gebiet sich mehr und mehr ausgedehnt. Trotzdem ist es auffällig, wie geringe 
Beachtung auch von chemischer Seite dem weiten Gebiete der Physiologie 
der niederen Tiere noch heute geschenkt wird, auf dem selbst die aller- 
nächst liegenden Fragen der chemischen Bearbeitung harren, ganz abge- 
sehen davon, daß gerade die niederen Organismen in vielen Fällen weit 
geeignetere Objekte für das Studium allgemein biologischer Probleme 
sind. — Was auf genanntem Gebiete bisher geleistet wurde, hat 
v. Fürth‘) in verdienstvoller Weise zusammengestellt, wodurch eine leichte 
Orientierung über die recht zerstreut liegenden Tatsachen ermöglicht wird. 
Viele, speziell der älteren Beobachtungen können wir nur als tastende Vor- 
versuche bezeichnen, und dies um so nachdrücklicher, je schärfer die An- 
forderungen exakter chemischer Beweisführung gestellt werden. 

Wenn im folgenden der Versuch gemacht wurde, eine Zusammen- 
stellung der bisher beim Arbeiten mit niederen, und zwar speziell mit 
Wassertieren benutzten Methoden und Erfahrungen zu liefern, so folgt aus 
dem soeben Gesagten von selbst, wie wenig darin geboten werden kann. 

In bezug auf rein chemische Arbeitsmethoden sind besondere Angaben 
kaum zu machen. Des öfteren erschweren die Kleinheit der Organe oder 
die geringen Blut- und Körperflüssigkeitsmengen die chemische Bearbeitung. 
Methodisch neue Verhältnisse und Schwierigkeiten treten jedoch auf, 
sowie es sich um die Anstellung von Stoffwechselversuchen handelt. Zum 
größten Teil sind diese Schwierigkeiten durch das Medium bedingt, in dem 
die Tiere leben. Man denke z.B. nur an die Aufsammlung von Stoff- 
wechselprodukten, die, falls sie an das Seewasser abgegeben werden, aus 
einer 3—4°/,igen Salzlösung zu isolieren sind. Oder man denke an die Be- 
stimmung der Einnahmen. Nicht nur wird es selten möglich sein, den 
Tieren eine z. B. abgewogene Menge einer bestimmt zusammengesetzten 


1) O.v. Fürth, Vergleichende chemische Physiologie der niederen Tiere. G. Fischer, 
Jena 1903. 
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Nahrung beizubringen, ja vielfach wird es überhaupt nicht gelingen, die 
Tiere in der Gefangenschaft zum Fressen zu bringen. Man muß sich 
also auf Tiere beschränken, bei denen diese Schwierigkeiten zu umgehen 
sind, besser aber vorerst allgemeinere Fragestellungen wählen. Es wird 
später noch auf diesen Punkt zurückzukommen sein. 


I. TEIL. 
Methodik der Stoffwechseluntersuchungen an Wassertieren. 
A. Respiratorischer Gaswechsel. 


Die Wassertiere benutzen zu ihrer Atmung den im Wasser gelösten 
Sauerstoff und geben andrerseits die gebildete Kohlensäure an dieses ab. 
Bei Ermittlung des Respirationskoeffizienten handelt es sich also in erster 
Linie um die exakte Bestimmung dieser Gase im Wasser. Der Gehalt der 
drei in natürlichen Wässern gelösten Gase, Sauerstoff, Kohlensäure und 
Stickstoff, die theoretisch nach Maßgabe von Absorptionskoeffizient und 
Partialdruck gelöst sein sollten, ist mehr oder minder großen Schwankungen 
unterworfen. Eine ungefähre Vorstellung erhält man aus folgenden zwei 
Angaben: 

Nach Joylet und Regnard') enthielt das Wasser der Seine pro Liter: 

6—9°7 cm: O; 143—181 cem3 N; 11:1—28°0 cm? CO,. 

Das Meerwasser aus dem Golf von Neapel gibt nach Vernon?) pro Liter: 

575—5'81 cm? O; 12:86—12'90 em? N; 46'88—46°91 cm? CO,. 

Dasselbe Wasser liefert, sobald es einige Zeit in den Bassins der 
zoologischen Station zirkuliert hat, pro Liter: 

328—5'74 cm? O; 11776—12'03 cm? N; 65'79—74'29 cm? CO;. 

Auf die Faktoren, welche diese Schwankungen bedingen, soll später 
noch eingegangen werden. 


Die Bestimmung der drei genannten Gase geschieht nach folgenden 
Methoden: 


a) Bestimmung des Sauerstoffs. 


Eine der bequemsten und deshalb gerade für Stoffwechselversuche 
am geeignetsten Methode ist 

1. die titrimetrische Sauerstoffbestimmung im Wasser nach 
L.W. Winkler. °) 


!) Joylet et Regnard, Recherches physiologiques sur la respiration des animaux 
aquatiques. Arch. de Physiol. II. serie. T.4. p. 44—62 et 584—633 (1877). 

?) Vernon, The respiratory exchange of lower marine invertebrates. Journ. of 
Physiol. Vol. 19. p. 18—70 (1896). 

») L. W. Winkler, Die Bestimmung des im Wasser gelösten Sauerstoffs. Ber. d. 
Deutschen chem. Gesellsch. Bd. 21. S. 2843 (1888) und Bd. 22. S. 1764 (1889). 
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Das Verfahren liefert außerordentlich exakte Resultate und erlaubt 
noch so geringe Sauerstoffunterschiede festzustellen, wie dies auf gasana- 
Iytischem Wege nicht möglich ist. 

Prinzip der Methode. 

Zu einer abgemessenen Menge des zu prüfenden Wassers wird ein 
Überschuß von Manganchlorid und Natronlauge gegeben, wodurch das ent- 
standene Manganohydrat nach Maßgabe des vorhandenen Sauerstoffs zu 
Manganihydrat oxydiert wird. Wird hierauf der Flüssigkeit Jodkalium und 
Salzsäure zugesetzt, so scheidet sich eine dem gelösten Sauerstoff äqui- 
valente Menge Jod aus, die mit Natriumthiosulfat gemessen werden kann. 

2MnCl, +4Na0OH=4NaC| + 2Mn(OH), 
2 Mn(OH), + O0 + H,O = 2 Mn(OH), 
32Mn(OH), +6HC1l=2Mn(l, +6H, 0 
3 Mn Cl, +2KJ =2 MnCl, +2KC+ J, 

Erforderliche Reagenzien: 

1. Eine Lösung, enthaltend: 109 Jodkalium und ca. 33 g Natrium- 
hydrat in 100 cm® Wasser. Die Lösung darf nach Ansäuern mit verdünnter 
Schwefelsäure und Zusatz von Stärkelösung keine Bläuung zeigen, muß also 
nitritfrei sein. Eventuell empfiehlt es sich, das Natriumhydrat aus metal- 
lischem Natrium zu bereiten. 

2. Eine Lösung von 409g Manganochlorid (eisenfrei) in 100 cm? 
Wasser. Sie wird zweckmäßig mit einigen Tropfen Salzsäure angesäuert, 
um der bei längerem Stehen erfolgenden Abscheidung von Manganihydroxyden 
vorzubeugen. 

3. Rauchende Salzsäure. 


n 
. Ei 
4. Eine 100 
Dieselbe muß einige Zeit gestanden haben, ehe man endgültig den Titer 


n n 

100 Jodlösung oder 100 Bichromatlösung einstellt. Die Lösung wird 
ferner dunkel aufbewahrt und der Titer öfters kontrolliert. Vgl. darüber: 
Treadwell, Kurzes Lehrbuch der analytischen Chemie. Bd. 2. 5.447 u. 450. 


5. Stärkelösung. 


Natriumthiosulfatlösung (248g Na; 5 0,.5H,0 pro 2). 


gegen 


Ausführung der Bestimmung. 

Man benutzt ca. 250 cm® fassende, mit gut eingeschliffenem Glas- 
stopfen versehene Flaschen, deren Inhalt genau ermittelt ist. Nachdem die 
Flasche zunächst mit dem zu untersuchenden Wasser ausgespült worden 
ist, wird sie mittelst eines bis zum Boden reichenden Hebers gefüllt, und 
zwar läßt man eine Portion des Wassers überlaufen. Man bringt nunmehr 
mit einer bis zum Boden der Flasche geführten Pipette ca. 1 cm® der Lö- 
sung I und in gleicher Weise 1 cm® der Lösung II ein. \) Hierauf wird so- 


1) Für karbonatreiche Wässer, speziell Seewasser, muß von Lösung I etwas 
mehr, etwa 2 cm?, zugesetzt werden. Vgl. auch: H. Winterstein, Bemerkungen über die 
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gleich der Stopfen aufgesetzt, und zwar so, daß keine Luftbläschen ein- 
geschlossen werden, die Flasche mehrmals gut umgeschwenkt und einige 
Zeit ruhig hingestellt. Man schüttle nicht zu heftig. Der Niederschlag wird 
sonst zu fein verteilt und senkt sich namentlich bei Seewasser nur sehr 
langsam. Hat sich der Niederschlag abgesetzt, so läßt man ca. 3 cm® kon- 
zentrierte Salzsäure einfließen, schließt die Flasche und schüttelt um, bis 
sich alles klar gelöst hat. Dann wird der Inhalt unter Nachspülen mit 
destilliertem Wasser in einen passenden Erlenmeyerkolben gegeben und 
die ausgeschiedene Jodmenge unter Stärkezusatz mit 16 Thiosulfatlösung 
gemessen. 

Der minimale Fehler, der im Volumen des abgemessenen Wasser- 
quantums durch den Zusatz der Reagenzien bedingt wird, ist in den 
meisten Fällen zu vernachlässigen. Anderenfalls müssen die zugesetzten 
Kubikzentimeter Reagens genau abgemessen und bei der Berechnung vom 
angewandten Wasserquantum subtrahiert werden. 

Berechnung: 


Lem: —_ Thiosulfatlösung = 0'0798 mg Sauerstoff 


100 
oder = 0055825 cm? „ 0° und 760 mm. 

Korrektion bei verunreinigten Wässern: 

Wässer, welche salpetrige Säure oder organische Verunreinigungen 
enthalten, können mit den bei diesem Verfahren verwandten Reagenzien 
selbst in Reaktion treten, weshalb von Winkler in solchen Fällen die fol- 
gende Modifikation vorgeschlagen worden ist. Dieselbe ist stets anzuwenden, 
falls im Liter mehr als O'1 mg salpetrige Säure vorhanden ist. Desgleichen 
wird man sich bei Stoffwechselversuchen an Tieren, die das Wasser in 
irgend einer Weise verunreinigen, stets vergewissern müssen, daß man 
keinen auf diesem Umstand beruhenden Fehler begeht. Bei sehr starker 
Verunreinigung ist die vorliegende Methode eventuell gar nicht anwend- 
bar. Vgl. unten: Titrimetrische Sauerstoffbestimmungen nach Schützenberger 
und Risler. 

Ein abgemessenes Volumen des verunreinigten Wassers wird mit 
Manganichlorid versetzt und gemessen, wieviel von dem wirkungsfähigen 
Chlor verschwindet. Zur Bereitung der Manganichloridlösung werden 5 bis 
10 Tropfen der obigen Manganochloridlösung in 500 cm® Wasser gegeben, 
mit 33°/,iger Natronlauge alkalisch gemacht und der entstandene Nieder- 
schlag wieder durch konzentrierte Salzsäure in Lösung gebracht. 

Je 100 cm® dieser Manganichloridlösung werden einmal zu 100 em? 
des verunreinigten Wassers, das andere Mal zu 100 cm3 destillierten Wassers 
gegeben. Man wartet 2—3 Minuten und setzt zu beiden Proben Jodkalium, 
worauf das freie Jod wie oben mit Thiosulfat gemessen wird, Aus der 


im dunkel gehaltenen Seewasser auftretenden Änderungen des Sauerstoffgehaltes. Bio- 
chemische Zeitschr. Bd. 19. S. 427 (1909). 
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Differenz der in beiden Fällen verbrauchten Kubikzentimeter Thiosulfat- 
lösung ergibt sich der Wert der Korrektion pro 100 cm® Wasser. 

Die eigentliche Sauerstofftitrierung erfolgt in genau der oben ge- 
schilderten Weise, nur benutzt man eine Natronlauge ohne Jodkalium. 
Man verwendet etwas mehr Salzsäure zum Ansäuern und fügt erst, nach- 
dem man 2—3 Minuten gewartet hat, das Jodkalium zu. 


2. Die titrimetrische Sauerstoffbestimmung nach Schützen- 
berger und Rösler: 


Diese Methode (vgl. Tiemann und Gärtner!) wird wegen ihrer größeren 
Umständlichkeit dem Winklerschen Verfahren im allgemeinen nicht vor- 
gezogen werden. Tritt jedoch der Fall ein, daß die auf ihren Sauerstoff- 
gehalt zu analysierenden Wässer sehr stark mit organischen Stoffen be- 
laden sind oder lassen sich die betreffenden Wässer von kleinen Organis- 
men, die darin geatmet haben, nicht befreien ?), so wird man die vorliegende 
Methode anwenden. Der Fehler, der bei der Winklerschen Methode da- 
durch bedingt wird, daß die organischen Substanzen mit den Reagenzien 
in Reaktion treten (vgl. oben), ist bei dem Schützenbergerschen Verfahren 
ausgeschlossen. 

Prinzip der Methode. 

Der im Wasser gelöste Sauerstoff wird an eine im Überschuß zu- 
gesetzte Lösung von indigweißdisulfonsaurem Natrium übertragen und 
dieses dadurch in einer dem Sauerstoff äquivalenten Menge in indigdisulfon- 
saures Natrium verwandelt, welches blau gefärbt ist. Letzteres wird mit- 
telst einer alkalischen Lösung von Natriumhydrosulfit, deren Titer bekannt 
ist, gemessen. Der Farbenumschlag von blau in gelblich zeigt das Ende 
der Umsetzung an. 

Folgende Gleichungen veranschaulichen den Vorgang: 

Cs Hrn N, 0, (80, Na, #0 =0,; HN, 0, (80, Na, 2a 

C,H, N, 0, (80, Na, = 0, Fi N: 0, (80, Nas 

Zur Bestimmung des Wirkungsgrades der Hydrosulfitlösung dient 
eine ammoniakalische Kupferoxydlösung. Nach der Gleichung: 

2CuO+H,=0,0+H0 
entspricht somit diejenige Menge von Natriumhydrosulfitlösung einem Atom 
Sauerstoff, welche 2 Moleküle Kupferoxyd zu 1 Molekül Kupferoxydul 
reduziert. 

Da die Natriumhydrosulfitlösung, abgesehen von ihrer leichten Oxy- 
dierbarkeit, bei längerem Aufbewahren einer spontanen Zersetzung in 
schwefligsaures und schwefelsaures Natrium unterliegt, muß der Titer 
öfters kontrolliert werden. 


') Tiemann und Gärtner, Handbuch der Untersuchungen und Beurteilung der 
Wässer. 4. Aufl. (1895). 

?) 0. Warburg, Über die Oxydationen im Ei, I. Mitteilung. Zeitschr. f. pbysiol. 
Chem. Bd. 60. S.443 (1909). 
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Eine Vorstellung über die Schnelligkeit, mit der sich der Titer der Lösung än- 
dert, gibt nachstehendes Beispiel. (Ich verdanke diese Notiz Herrn 0. Warburg.) 
31. März 1909. (Frisch bereitete Lösung) 
25 cm® der Kupferlösung entsprachen 2900 cm? Hydrosulfitlösung 


1. April 1909. 25cm’ „ Br ” 30:70 em? % 
De 16000. 25cm’, „ n 3310 cm? - 
209. 25 cm? , z 5500 em* 2 


Die Lösung ist jetzt als unbenu h zu verwerfen. 

NB. Die Kupferlösung war so stark, daß 1 cm’ = 0'10 cm” Ö entsprachen. 

Erforderliche Reagenzien: 

1. Lösung von indieblaudisulfonsaurem Natrium. 

100 9 indigblaudisulfonsaures Natrium (Indigotin) werden mit Wasser 
angerieben und in 2/ Wasser gelöst. Die Lösung wird filtriert und so 
stark gemacht, daß ein und demselben Volumen der Hydrosulfitlösung un- 
gefähr dasselbe Volumen von Indigolösung resp. Kupferoxydlösung ent- 
sprechen. Zur weiteren Orientierung diene die Angabe, daß von einer 
Lösung, die 5g reines Indigotin im Liter enthält, 1cm® annähernd 
O1 cm? O entspricht. 

2. Lösung von Natriumhydrosulfit. 

Eine käufliche Lösung von Natriumbisulfit wird durch Zusatz von 
Wasser auf das spez. Gew. 125 gebracht und in einer Flasche 5—10 Mi- 
nuten mit Zinkstaub geschüttelt. Zu starker Erhitzung der Flüssigkeit 
beugt man durch zeitweiliges Einstellen der Flasche in kaltes Wasser vor. 
Nach dem Erkalten wird mit dem 10fachen Volumen ausgekochten Wassers 
verdünnt, schnell von dem Bodensatz abgegossen und in einer gut schließen- 
den Flasche mit soviel Kalkmilch versetzt, bis die über dem Nieder- 
schlag stehende klare Flüssigkeit deutlich alkalische Reaktion angenommen 
hat. Der Luftsauerstoff ist möglichst auszuschließen, weshalb die Größe 
der Flasche so gewählt werden muß, daf) sie von der Flüssigkeit nahezu 
angefüllt wird. Bevor die Flüssigkeit in die Vorratsflasche der Bürette ge- 
füllt wird, wird von dem aus überschüssigem Kalkoxydhydrat, Zinkhydroxyd 
und Caleiumsulfit bestehenden Niederschlag durch ein Faltenfilter abge- 
gossen und die Flüssigkeit eventuell noch mit ausgekochtem Wasser ver- 
dünnt. Die in der Lösung außer dem Hydrosulfit vorhandenen Salze ver- 
ursachen keine Störung, weder bei der Titration noch bei der Einstellung 
des Titers mit der Kupferlösung. 

Neuerdings ist reines Natriumhydrosulfit im Handel zu haben. Steht 
dieses zur Verfügung, so löst man 3—3'5g des Salzes in 1500 cm? aus- 


gekochtem Wasser und fügt 30 em? - Natronlauge zu. 1 cm? der Lösung 


entspricht so ungefähr O'1 cm3 O. 


Während der Ausführung der eigentlichen O-Bestimmung (siehe unten) ist beson- 
deres Gewicht auf die Innehaltung eines ganz bestimmten Alkalinitätsgrades zu legen, 
was bisher zweifellos zu wenig Beachtung gefunden hat; wenigstens erklären sich so 
manche ungünstige Urteile, die der Methode nachgesagt worden sind. — Am besten 
arbeitet man in einer Lösung, die Natriumkarbonat und Natriumbikarbonat enthält, 
wodurch kleine Verschiebungen der Reaktion am einfachsten geregelt werden. Bei der 
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Titration in Meerwasser sind diese Bedingungen von selbst gegeben. Arbeitet man da- 
gegen beispielsweise mit künstlichem Seewasser, das alkalisch oder sauer gemacht 
worden ist, so dürften die folgenden Angaben von Nutzen sein'): 

Einer neutralen Salzlösung sind pro 220 cm? 0'5 cm? Na, CO,-Lösung (Gramm-Mol. 
pro Liter) und 0'5cm® NaHCO,-Lösung (Gramm-Mol. pro Liter) vor der Titration 
zuzusetzen. Sind die zu titrierenden Lösungen dagegen sauer oder alkalisch, so muß 
man den Zusatz der beiden Karbonatlösungen so regeln, daß möglichst annähernd wieder 
diese obengenannten Konzentrationen erreicht werden. 


3. Ammoniakalische Kupferlösung. 


Man geht von reinem, lufttrockenem Kupfersulfat aus. Von dem 
Salz (CuSO, + 5aq.) werden 4469 9 in ca. 100 cm® ausgekochtem Wasser 
aufgelöst, diese Flüssigkeit mit Ammoniak im Überschuß versetzt und die 
so erhaltene tiefblaue Flüssigkeit auf genau 17 mit ausgekochtem Wasser 
aufgefüllt. 

10 em® dieser Lösung geben bei der Reduktion zu Kupferoxydulsalz 
00014336 9 oder 1 cm Sauerstoff (0° und 760 mm) ab. 


Apparat zur Titration des Sauerstoffs. 


Eine dreifach tubulierte Flasche trägt in der einen Tubulatur den 
Heber a, das Thermometer 5 und das von einem Wasserstoffapparat kom- 
mende Gaszuleitungsrohr ec. Letzteres muß in dem Stopfen auf- und ab- 
wärts zu verschieben sein. Das aus dem Kippschen Apparat kommende reine 
Wasserstoffgas wird am besten mit einer alkalischen Pyrogallollösung ge- 
waschen. In die zweite Tubulatur ist der bis zum Boden der Woulffschen 
Flasche reichende, mindestens 250 cm3 fassende Tropftrichter 7 eingesetzt. 
aus dem die zu titrierende Wasserprobe eingelassen wird. Aus der gleichen 
Tubulatur führt das dicht unter dem Stopfen endende Gasableitungsrohr d 
ab. Gegen das Eindringen von Luft in die Flasche schützt die mit Wasser 
gefüllte, an das Gasableitungsrohr angeschlossene Waschflasche. Der zwei- 
fach durchbohrte Gummistopfen der mittleren Tubulatur trägt die beiden 
zu einer feinen Spitze ausgezogenen Ausflußrohre (am besten nimmt man 
Kapillarrohr) 5, und d, der Büretten B, und B,, die mit letzteren durch 
etwas längere Kautschukschläuche verbunden sind, so daß eine freie Be- 
wegung der Woulfschen Flasche ermöglicht wird. Der Verschluß der 
Bürettenschläuche geschieht an Stelle der üblichen Quetschhähne mit je 
einem Stück kurzen, in den Schlauch eingeschobenen Stückchen Glasstab. 
Drückt man den Schlauch seitlich mit den Fingern zusammen, so bildet 
sich eine feine Rinne, durch die die Titerflüssigkeit auslaufen kann. 

Bürette B, enthält die Natriumhydrosulfitlösung, und zwar wird die 
Bürette nach unseren im Laboratorium gesammelten Erfahrungen zweck- 
mäßig durch den unteren seitlichen Stutzen der Bürette mittelst eines 
Glasrohres mit der Hydrosulfitvorratsflasche verbunden. Auf die Lösung in 
der Vorratsflasche wird eine Schicht Paraffinöl aufgegossen. Die beim 


ı) Dr. Warburg, der lange mit der Schützenbergerschen Methode gearbeitet hat, 
hat mir in freundlichster Weise diese seine Erfahrungen zur Verfügung gestellt. 
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Füllen der Bürette in die Vorratsflasche nachdringende Luft passiert zuvor 
die mit alkalischer Pyrogallollösung beschickte Waschflasche M. Die obere 
Öffnung der Hydrosulfitbürette steht in luftdichter Verbindung mit einer 
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mit alkalischer Pyrogallollösung !) gefüllten Hempelschen Gaspipette. Lätßt 
man durch Öffnen des Hahnes Natriumhydrosulfitlösung aus der Vorrats- 
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‘) Eine Natriumhydrosulfitlösung erfüllt natürlich denselben Zweck. 


Abderhalden, Handbuch der biochemischen Arbeitsmethoden. IT. 68 
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flasche in die Bürette fließen, so wird die in der Bürette befindliche Luft 
in die Gaspipette gedrückt und dort schon beim ersten Male sauerstoff- 
frei gemacht. Titriert man dann umgekehrt aus der Bürette, so wird 
sauerstofffreie Luft aus der Pipette nachgesaugt. Diese einfache Anordnung 
scheint sich sehr praktisch zu bewähren. 

Da die Titrationen bei ca. 45° ausgeführt werden müssen!), stellt 
man die Woulffsche Flasche in eine von unten angeheizte, mit Wasser 
gefüllte Porzellanschale. 


Titerstellung der Natriumhydrosulfitlösung. 


Die Einstellung der Natriumhydrosulfitlösung, deren Titer, wie oben 
schon gesagt, täglich zu kontrollieren ist, erfolgt in einer ca. 200 cm3 
fassenden Woulfschen Flasche mit drei-Tubulaturen. Man wähle die mittlere 
Tubulatur der Flasche so weit, daß der die beiden Ausflußspitzen der 
Büretten B, und B, tragende Gummistopfen (cf. oben) auch in diese mitt- 
lere Tubulatur paßt. Im übrigen führt in die eine der beiden anderen 
Tubulaturen ein Wasserstoffzuleitungs-, in die andere ein Wasserstoff- 
ableitungsrohr mit den oben beschriebenen Waschflaschen. Nachdem in die 
Flasche 15—20 cm: der ammoniakalischen Kupferoxydlösung von bekanntem 
Gehalt eingeführt sind, wird die Luft aus der Flasche durch einen lebhaften 
Wasserstoffstrom völlig verdrängt. Nunmehr läßt man soviel von der Na- 
triumhydrosulfitlösung aus BD, zufließen, bis die Kupferlösung nur noch 
schwach bläulich gefärbt erscheint, und gibt dann 2—3 Tropfen der In- 
digolösung aus B, zu. Die dadurch schmutzigblau erscheinende Lösung 
schlägt bei tropfenweisem Zusatz weiterer Sulfitlösung plötzlich scharf in 
ein reines Helleelb um. 

Nachdem auf diese Weise der Wirkungsgrad der Hydrosulfitlösung 
festgestellt ist, wird diese soweit mit ausgekochtem Wasser verdünnt, daß 
etwa Dcm? derselben zur Reduktion von 10 cm® Kupferlösung verbraucht 
werden. Hier folge ich den Angaben Tiemanns und Gärtners bei Benutzung 
der selbst dargestellten Sulfitlösung. Selbstverständlich kann man bei 
stärkerer Verdünnung noch feinere Unterschiede in der Sauerstoffbestim- 
mung erzielen. 

Die hier beschriebene Titerstellung der Hydrosulfitlösung stammt von 
Bernthsen und gibt einen sehr scharfen Umschlag. Man kann auch den 
Indigozusatz als Indikator weglassen und einfach auf Entfärbung der 
Kupferlösung titrieren. Wenn die Hydrosulfitlösung in stärkerer Verdünnung 
angewandt wird, ist jedenfalls der Indigozusatz vorzuziehen. 


Ausführung der eigentlichen Sauerstoffbestimmung. 


Nachdem die Woulffsche Flasche mit ausgekochtem Wasser angefüllt 
worden ist, setzt man den Wasserstoffapparat in Gang und läßt unter 


') Bei niederer Temperatur entzieht sich ein Teil des Sauerstoffs der Oxydation;. 
wahrscheinlich wird er zur Bildung von Wasserstoffsuperoxyd verbraucht. 
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Nachtritt von Wasserstoff das Wasser bis auf ca. 250 cm® durch den Heber 
abfließen. Aus der Bürette läßt man hierauf eine abgemessene Menge In- 
digolösung (etwa 30-40 cm®) einfließen und bringt die Flüssigkeit in der 
Flasche durch Anheizen des Wasserbades auf die Temperatur von 45°. 
Man setzt das Einleiten von Wasserstoff dabei fort und nähert das Zu- 
leitungsrohr dem Flüssigkeitsspiegel bis auf wenige Millimeter. Sobald man 
dann sicher ist, dal) alle Luft aus der Flasche verdrängt ist, läßt man so- 
viel von der Hydrosulfitlösung zufließen, bis die blaue Farbe gerade ver- 
schwunden ist. Jetzt wird zunächst unter ganz kurzem Öffnen des Hahnes 
das Trichterrohr des Tropftrichters durch Ansaugen mit dem Munde gerade 
bis zum Hahne mit der Flüssigkeit aus der Flasche gefüllt, worauf man 
sich unter Umschwenken der Flasche überzeugt, daß keine Bläuung mehr 
erfolgt, der Sauerstoff also völlig verdrängt ist. Sollte dies nicht der Fall 
sein, so bewirkt man durch weiteren Zusatz einiger Tropfen Hydrosulfit- 
lösung eine erneute Entfärbung, um nunmehr endgültig den Stand der 
Bürette zu notieren. 

Nach diesen Vorbereitungen bringt man eine abgemessene Menge 
(250 em?) des zu untersuchenden Wassers!) durch den Tropftrichter in die 
Flasche, wobei man die letzten Anteile desselben durch ausgekochtes Wasser 
aus dem Trichterrohre verdrängt. Unter Umschütteln der Flasche läßt man 
jetzt soviel von der Hydrosulfitlösung zufließen, bis die blaue Flüssigkeit 
gerade wieder den ursprünglichen hellgelben Farbton zeigt. 

Aus der Anzahl der verbrauchten Kubikzentimeter Natriumhydro- 
sulfitlösung berechnet sich direkt die Menge des im untersuchten Wasser 
absorbierten Sauerstoffs. 


* * 
* 


Über die gasvolumetrische Sauerstoffbestimmung siehe unten. 


b) Die Bestimmung der Kohlensäure. 


Bei Stoffwechsel oder Respirationsversuchen wird es sich in fast allen 
Fällen um die Bestimmung der Gesamtkohlensäure handeln. im allgemeinen 
also keine Rücksicht auf sogenannte gebundene, halbgebundene und freie 
Kohlensäure zu nehmen sein. Vgl. auch unter: Alkalinität des Seewassers 
(Anhang). 

1. Titration der Kohlensäure. 


Die titrimetrische Kohlensäurebestimmung läßt sich nur bei Süßwasser- 
versuchen anwenden, und zwar auch nur aus dem Grunde, weil die zu 
untersuchenden Proben stets freie Kohlensäure enthalten werden. Es läuft 
mit anderen Worten die Ermittlung der Gesamtkohlensäure auf eine 
Titration der freien und halbgebundenen Kohlensäure hinaus. Für See- 
wasser ist die Methode unbrauchbar. 


') Nachdem man zuvor eventuell die nötigen Mengen Na,CO, und NaHCO, in 
den Trichter gegeben hat (ef. oben). 


68* 
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Prinzip der Methode. 

Die Wasserprobe wird mit Barytwasser von bestimmtem Gehalt im 
Überschuß versetzt und in einem aliquoten Teil der Flüssigkeit der Baryt- 
überschuß zurücktitriert. Dem Wasser ist vor Ausführung der Titration 
eine gewisse Menge neutral reagierender Chlorbariumlösung zuzusetzen, 
damit eventuell vorhandene Alkalisalze, deren Säuren mit Barium unlös- 
liche oder schwerlösliche Salze bilden, umgesetzt werden. 

Ausführung des Versuchs: 

Die Herstellung der notwendigen Titerlösungen kann in jedem Lehr- 
buch der Maßanalyse nachgesehen werden. 

In einem auf 150cm® geaichten Kolben werden 100 cm? des auf 
seinen Kohlensäuregehalt zu prüfenden Wassers mit ca. 3 cm! einer Barium- 
chloridlösung (1 Teil BaC], + 2aq auf 5 Teile Wasser) und 45 cm? titriertem 
Barytwasser versetzt. Man füllt mit destilliertem Wasser bis zur Marke 
auf, verschließt mit einem Kautschukpfropfen und schüttelt gut durch. 
50 cm3 der trüben Flüssigkeit (Absitzenlassen des Niederschlages ist bei 
nicht zu großen Niederschlagsmengen unnötig) werden hierauf mit einer 
Pipette abgemessen und der Barytüberschuß mit Salzsäure unter Zusatz 
von Phenolnaphtaläin zurücktitriert. 


Berechnung: 
1 em3 An HCl= 22 mg CO, 
= 11195 cm! CO, [0° u. 760 mm]. 


2. Bestimmung der Gesamtkohlensäure durch Auskochen. 
In sehr einfacher Weise läßt sich die Kohlensäure sowohl im Süß- 
wasser als auch im Seewasser durch Auskochen der mit verdünnter Schwefel- 


Fig. 297. 


säure angesäuerten Wasserprobe bestimmen, wenn man gleichzeitig dafür 
Sorge trägt, daß ein kohlensäurefreier Luftstrom durch das auskochende 
Wasser geleitet wird. Die ausgetriebene Kohlensäure wird entweder in 
Natronkalkröhrchen oder einem Kaliapparat oder auch in titriertem Baryt- 
wasser aufgefangen. Den Apparat setzt man am einfachsten etwa in fol- 
gender Weise zusammen (cf. Fig. 297): 


Is 


Gesamtstoffwechsel: Untersuchungen an Seetieren. 1075 


Ein Kolben von ca. 500 em® Inhalt trägt vermittelst eines gut 
schließenden Kautschukstopfens einen bis zum Boden reichenden, mindestens 
200 em? fassenden Tropftrichter. Letzterer kann mit einem, ein Röhrchen 
enthaltenden Stopfen verschlossen werden, an welches ein mit Kali- 
hydrat gefüllter Turm angeschlossen werden kann. Der seitliche Stutzen 
des Kolbens wird mit einem kurzen Kühler verbunden, dessen obere 
Öffnung mit einem durchbohrten Gummistopfen verschlossen ist, der ein 
Rohr trägt, welches in einen unten mit konzentrierter Schwefelsäure ge- 
füllten Turm taucht, der oberhalb der Einschnürung mit Schwefelsäure 
getränktem Bimsstein beschickt ist. Auf den Turm ist außerdem noch ein 
mit gekörntem Chlorcaleium gefülltes U-Rohr aufgesetzt. An dieses werden 
die tarierten Natronkalkröhrchen angeschlossen. Ein Aspirator oder eine 
Wasserstrahlpumpe können durch eine zwischengeschaltete Trockenflasche 
mit dem letzten Natronkalkrohr verbunden werden. 

Will man die ausgetriebene Kohlensäure in titriertem Barytwasser 
auffangen, so sind natürlich die Trockenapparate unnötig. Das Barytwasser 
wird in ein Kölbchen mit doppelt durchbohrten Stopfen gegeben. Die eine 
Bohrung trägt das bis zum Boden der Flasche reichende, vom Kühler 
kommende Glasrohr, die andere ein zweckmäßiger Weise mit Glasperlen 
gefülltes, kurzes, weites Rohr. Die Glasperlen werden mit dem vorgelegten 
Barytwasser benetzt. (Gegen das eventuelle Eindringen von Luft wird 
das Glasperlenrohr durch ein vorgelegtes Natronkalkrohr geschützt. Nach 
Beendigung des Versuches spült man die Glasperlen mit ausgekochtem 
destillierten Wasser in das Kölbchen hinein ab und titriert in diesem selbst 


mit Salzsäure unter Benutzung von Phenolphtalein als Indikator zurück. 


Ausführung des Versuchs: 

Vor Anfügen der Absorptionsgefäße saugt man zunächst !/, Stunde 
CO, freie Luft durch den Apparat. Sind die Absorptionsgefäße angesetzt, 
so läßt man die im Trichter abgemessene Wasserprobe einfließen, der 
man 5—10 cm? verdünnte H, SO, folgen läßt. Man beginnt jetzt den 
Kolben bei geschlossenem Trichterhahn vorsichtig zu erwärmen, so daß 
die Luft langsam durch den Trockenturm perlt, und steigert die Tem- 
peratur allmählich bis zum Sieden des Wassers. Jetzt erst öffnet man vor- 
sichtig den Tropftrichterhahn und saugt langsam Luft durch den ganzen 
Apparat. 15—20 Minuten langes Kochen genügt, um alle Kohlensäure aus- 
zutreiben. Die Gewichtszunahme der Absorptionsröhrchen gibt direkt die 
im angewandten Wasser vorhandene Gesamtkohlensäure. 

Ich habe es sehr zweckmäßig gefunden, ein kleines Stückchen dünnen 
Aluminiumdraht in den Kolben zu legen. Die Entgasung erfolgt so nicht 
nur schneller, sondern auch viel gleichmäßiger. 

Kleine Zunahmen der C0,, z. B. bei Respirationsversuchen mit kleinen 
Organismen, in Seewasser exakt zu ermitteln, hat seine großen Schwierig- 
keiten. Da das Seewasser bereits bis zu 70 cm® CO, pro Liter enthält, 
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ist eine Differenz von z.B. nur O5 cms nur schwer exakt festzustellen. 
O0. Warburg hat sich durch Anwendung künstlicher, CO,-freier Seewasser- 
lösungen geholfen. 

Während der Drucklegung ist eine Beschreibung der oben angeführten, 
speziell diesem Zwecke angepaßten Methode von 0. Warburg!) publiziert 
worden. Es kann hier nur noch auf das Original verwiesen werden. 

3. Die Kohlensäure läßt sich selbstredend auch gasvolumetrisch be- 
stimmen, und zwar ist ein sehr handlicher Apparat zu diesem Zwecke von 
Pettersson?) angegeben worden. Da bei Respirationsversuchen jedoch fast 
immer auch gleichzeitig Sauerstoffbestimmungen erforderlich sind, vereinigt 
man zweckmäßig beide Bestimmungen in einer 
Methode, wie sie im folgenden zu beschreiben ist. 


c) Methoden der gleichzeitigen Bestimmung 
von Sauerstoff, Kohlensäure und Stickstoff. 


Vernon:) bediente sich bei seinen schon 
oben zitierten Untersuchungen zur Bestimmung 
der im Seewasser absorbierten Gase einer Queck- 
silberluftpumpe (Pflügersche Pumpe). Die Pumpe 
stand durch einen Kühler‘ mit einem Kolben in 
Verbindung. In letzteren wurden anfangs 10 cm? 
verdünnte Schwefelsäure gegeben, worauf er 
unter gleichzeitiger Erwärmung luftleer gepumpt 
wurde. Durch einen seitlichen Ansatz des Kolbens 
wurde hierauf die Wasserprobe eingelassen und 
unter Erwärmen im Vakuum entgast. Zur 
Analyse des Gasgemenges diente ein Pettersson- 
scher Apparat. 

Diese Methode der gleichzeitigen Bestim- 
mung aller Gase ist jedenfalls die exakteste. 

Persönlich benutzen wir die sogenannte 

Fig. 298. Bohrsche Pumpe), in deren Schwefelsäuregefäß 

der ausgezeichnet wirkende, sogenannte Oribbsche 

Kühler eingeschliffen ist, der mit einem Kolben a (Fig. 298) von ca. 400 cm® 
Inhalt verschmolzen ist. Durch den Kapillarschwanzhahn A werden vor Be- 
ginn des Versuchs 10 cm® verdünnte Schwefelsäure eingesaugt, die zunächst 
ausgepumpt werden. Dann wird der Schwanzhahn sowie ein durch Gummi- 
schlauch damit verbundenes Glasrohr, welches zum Einsaugen der Wasser- 


') 0. Warburg, Zeitschr. f. physiol. Chem. Bd. 61. S. 261. 

°) 0. Pettersson, Kohlensäurebestimmungsmethode. Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 
Bd. 23. S. 1402 (1890). 

®) Vernon, The respiratory exchange of lower marine invertebrates. Journ. of Physiol. 
Vol. 19. p. 18—70 (1896). | 

*) Vgl. W. Nagel, Handbuch der Physiologie des Menschen. Bd.1. S. 221 (1909). 
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probe dient, durch Ansaugen mit dem Munde von 5 aus mit dem zu unter- 
suchenden Wasser gefüllt, worauf man eine genau abgemessene oder ab- 
gewogene Menge des Wassers (250 cm®) einströmen läßt. Der Kolben wird 
während des Auspumpens im Wasserbad auf 50—60° erwärmt. Das aus- 
gepumpte Gasgemisch wird in eine in 0'05 cm geteilte Bürette überführt 
und in einem Haldaneapparat (cf. unten) analysiert. 


Mit der Entwicklung der hydrographischen Meeresforschung hat sich 
das Bedürfnis geltend gemacht, eine einfache Methode der gleichzeitigen 
Bestimmung von O, CO, und N im Meerwasser auszuarbeiten. Eine ganze 
Anzahl von Apparaten sind dafür in Vorschlag gebracht worden. 

Die Methoden beruhen alle darauf, die Wasserprobe unter vermin- 
dertem Druck auszukochen und das aufgesammelte Gas in zum Teil spe- 
ziel dafür vorgeschlagenen Apparaten zu analysieren. Dabei hat sich 
gezeigt, daß es unmöglich ist, selbst beim Kochen unter vermindertem 
Druck und Gegenwart von Schwefelsäure, alle Kohlensäure quantitativ 
auszutreiben. Erst wenn die Kohlensäure gleichzeitig durch ein indiffe- 
rentes Gas ausgespült wird, gelangt man zu absolut exakten Resul- 
taten. Wie Pettersson‘) zeigte, kann dies leicht durch Einbringen eines 
Stückehen Eisen- oder Aluminiumdrahtes in das Siedegefäß erreicht werden, 
wobei sich eine kleine Menge Wasserstoff entwickelt. — Durch dieses Ver- 
fahren wird leider die gleichzeitige Mitbestimmung des Stickstoffes hin- 
fällig, die allerdings bei Stoffwechselversuchen im allgemeinen nicht in 
Frage kommt. Sollte dies der Fall sein,. so muß die Kohlensäure nach 
einer der oben angegebenen Methoden für sich bestimmt werden. 


Fox hat einen Apparat zur gleichzeitigen Bestimmung aller Gase im Seewasser 
konstruiert, der auch für Kohlensäure absolut exakte Werte gibt. Zur völligen 
Austreibung der Kohlensäure leitet Fox gegen Ende des Versuches aus einem an 
den Apparat angesetzten Kippschen Apparat etwas Wasserstoff durch die Wasser- 
probe. Letzterer geht in die Meßbürette über und wird bei der Analyse der ausgekochten 
Gase wieder mit einem genau gemessenen und zugesetzten Quantum Sauerstoff verknallt 
und auf diese Weise entfernt. Der Apparat ist beschrieben in: Publication de eirconstance, 
Nr. 21, Kopenhagen 1905. Urteile über den Apparat finden sich bisher nicht in der 
Literatur. Der Apparat scheint uns persönlich so kompliziert, daß wir darin keinen Vor- 
zug vor der völlig exakte Resultate gebenden Quecksilberpumpe sehen können. 


Für Stoffwechselversuche dürfte es, wenn größere {Tiere und dem- 
nach große Kohlensäuredifferenzen in Betracht kommen, das Zweckmäßigste 
sein, auf die größte Genauigkeit der Kohlensäurebestimmung zu verzichten, 
d. h. ohne Wasserstoffentwicklung auszukochen und eventuell, wie dies 
aus Ruppins?) Angaben hervorgeht, 1°/, für die gefundene Kohlensäure 
hinzu zu addieren. 

Der Apparat, der von uns unter diesen Verhältnissen zur gleich- 
zeitigen Bestimmung der drei im Seewasser gelösten Gase benutzt wird, 


') 0. Pettersson, Kohlensäurebestimmungsmethode. Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 
Bd. 23. S. 1402 (1890). 

?) E. Ruppin, Beitrag zur Bestimmung der im Meerwasser gelösten Gase. Wissen- 
schaft]. Meeresuntersuch. Abt. Kiel. Neue Folge. Bd. 7. S. 137 (1903— 1906). 
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ist dem Knudsenschen Apparat!) nachgebildet und eingehend im folgenden 


beschrieben: 


Fig. 299. 


A ist das aus bestem Glase hergestellte Kochgefäß, welches bei m und 


zwei Marken hat, die den Inhalt von genau 250 em? bezeichnen. Das Koch- 


Mm, 
unten und oben mit Asbest aus- 


gefäh kann man mit einem kupfernen, 


') Mm. Knudsen, The Danisca Ingolf Expedition. Vol. 1. Part. 1 (1899). 
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gekleideten Mantel umgeben (in Fig. 299 ist derselbe weggelassen !). Die 
Hitzeverteilung beim Anheizen mit dem Ringbrenner F wird dadurch 
gleichmäßiger. Mit dem Kochgefäß ist durch eine dazwischen geschaltete 
Kugel von ca. 50 cm® Inhalt der Kugelkühler B verbunden, und zwar ent- 
weder verschmolzen oder durch Vakuumschlauch luftdicht verbunden. Letz- 
teres dürfte zweckmäßiger sein, um das Kochgefäß im Falle eines Bruches 
leicht auswechseln zu können. Das A und B verbindende Rohr muß hin- 
reichend weit (mindestens 12 mm weit) sein, damit bei heftigem Kochen 
das Wasser leicht in das Kochgefäß zurücklaufen kann. Aus letzterem 
Grunde ist auch die Kugel zwischen A und B angebracht worden. 

Der Kugelkühler B, der von: einem zu- und ablaufendes Kühlwasser 
enthaltenden Gefäß umgeben ist, trägt oben einen großen, gut einge 
schliffenen Dreiweehahn 4 ?), durch den einerseits der Trichter 7, andrer- 
seits das feine Kapillarrohr R mit der Bürette verbunden werden können. 

Das untere Ende des Kochgefäßes A läuft in ein sich gabelndes Rohr 
aus. An das eine Ende desselben ist durch eine vakuumdichte Kautschuk- 
verbindung der Hahn X angesetzt, der durch einen Schlauch die Kom- 
munikation mit dem hölzernen Quecksilbergefäß Hg vermittelt. Mit dem 
engeren Teil des Gabelrohrs ist der Hahn Y verbunden, durch den mittelst 
eines angefügten Rohres die zu analysierende Wasserprobe eingesaugt wird. 
An die Kapillare R wird eine Gasbürette mit Dreiweghahn angesetzt, die 
in 0:05 cm® geteilt ist und für die ein Inhalt von 30 cm3 genügt. 

Zur Analyse der ausgekochten Gase empfehlen wir sehr den Apparat 
von Haldane®), wie er in der Figur abgebildet ist; seine Beschreibung 
gehört nicht mehr hierher. 

Ausführung einer Bestimmung: 

Man läßt etwas Quecksilber in den Apparat treten, schließt hierauf 
den vorher geöffneten Hahn H und senkt das Reservoir, wodurch eine 
Luftverdünnung im Apparat entsteht. Dadurch ist es möglich, das Rohr, 
durch welches die zu analysierende Wasserprobe eingesaugt werden soll, 
nach Öffnung des Hahnes Y mit dem zu analysierenden Wasser zu füllen. 
Y wird geschlossen. Man füllt jetzt durch Heben des Reservoirs Hy den 
ganzen Apparat mit Quecksilber, und zwar bis ans Ende der Kapillare R 
und bis in den Trichter 7, indem man das zuvor in den Apparat ein- 
gesaugte Wasser durch den letzteren entfernt. Hahn H wird geschlossen 
und das Quecksilberreservoir bei geöffnetem Hahn X gesenkt. Sobald das 
Quecksilber die Marke m, erreicht hat, wird X geschlossen. Öffnet man 


‘) Der Kupfermantel hat auf zwei sich gegenüberliegenden Seiten je einen schlitz- 
förmigen mit Marienglas verschlossenen Ausschnitt, um in das Innere des Gefäßes sehen 
zu können. 

”) Man wählt besser das neueste Modell des sogenannten Miescher-Geißlerschen Drei- 
weghahns mit nur einem im Hahnstopfen eingeblasenen Kanal. Auf die Güte dieses Hahnes 
kommt selbstverständlich alles an. Die Figur zeigt einen gewöhnlichen Dreiweghahn. 

®) John Haldane, Some improved methods of gasanalysis. Journ. of Physiol. Vol. 22. 
p- 465 (1898). 
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jetzt Y, so tritt das zu analysierende Wasser in das Kochgefäß ein, und 
zwar läßt man es bis zur Marke » steigen. 

Ehe man den Ringbrenner anzündet, läßt man etwas Quecksilber 
durch X eintreten, so daß gerade der Boden des Kochgefäßes damit be- 
deckt ist. Es wird so beim späteren Einfließen des kalten Quecksilbers 
in das heiße Kochgefäß ein Springen desselben vermieden. Man kocht 
zuerst zweimal je 5—10 Minuten aus und treibt das Gas jedesmal in die 
Meßbürette über. Sodann läßt man ca. 5 cm® verdünnte Schwefelsäure aus 
dem Trichter 7 durch den Dreiweghahn einfließen, worauf man abermals 
zweimal ca. 5—10 Minuten kocht und jedesmal das entwickelte Gas in 
die Mebbürette überführt. Man kann dabei leicht verhindern, daß Wasser 
in die Bürette gelangt. Da schon nach den ersten beiden Auskochungen 
der absorbierte Sauerstoff ausgetrieben ist, so besteht keine Gefahr, 
daß) nach Zufügung der Schwefelsäure etwa das Quecksilber oxydiert werde, 
was eventueli Sauerstoffverluste bedingen könnte. Sobald nach einer Aus- 
kochung das Gas übergeführt ist, und man von neuem zu evakuieren 
hat, ist es zweckmäßig, das Kühlwasser ablaufen zu lassen, sonst passiert 
es, daß, sobald ein gewisses Vakuum erreicht ist und das Wasser plötzlich 
zu sieden beginnt, sich der ganze Kühler mit Wasser anfüllt. 


d) Bestimmung der Kohlensäuretension des Wassers. 


Für Fragen des respiratorischen Gaswechsels der Wassertiere sind 
nicht nur die absoluten, im Wasser gelösten Gasmengen maßgebend, son- 
dern vor allem auch die Tension der einzelnen Gase (vgl. Krogh!), Winter- 
stein ?). 

Während für Sauerstoff und Stickstoff die Tensionen leicht aus Ab- 
sorptionskoeffizient und Gasgehalt des Wassers zu berechnen sind, liegen 
die Verhältnisse für die Kohlensäure viel komplizierter, um so mehr, 
wenn die betreffenden Wässer karbonat- und bikarbonathaltig sind, wie dies 
beim Seewasser der Fall ist (vgl. Anhang unter Alkalinität des Seewassers). 

Krogh'‘) hat für die Ermittlung der Kohlensäuretension im Wasser 
nachstehend beschriebenes einfache Verfahren angegeben, das sich auf fol- 
gende Überlegung stützt. 

Schüttelt man 1! destilliertes Wasser bei einer Temperatur von 15°6°, 
bei der der Absorptionskoeffizient der Kohlensäure gleich 1 ist, mit 100 cm? 
kohlensäurefreier Luft, so wird die Kohlensäuretension des Wassers bloß 
um !/,, ihres ursprünglichen Wertes sinken, indem Kohlensäure an die 
Luft abgegeben wird. Dieser Wert wird sich noch verringern, wenn das 
Wasser die Kohlensäure nicht nur in Lösung, sondern zum größeren Teil 
in Form leicht dissoziabler Verbindungen (Caleiumbikarbonat) enthält. Ex- 


!) A. Krogh, On the tension of carbonie acid in natural waters and especially in 
the sea. Meddelelser om Grönland. Vol. 26. p. 333—405 (1904). 

?) H. Winterstein, Beiträge zur Kenntnis der Fischatmung. Pflügers Archiv. Bd. 125. 
S. 73 (1908). 
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perimentelle Untersuchungen haben in der Tat gezeigt, daß sich ohne be- 
merkbaren Fehler die Kohlensäuretension in natürlichen Wässern in der 
Weise bestimmen läßt, daß man ein größeres Wasserquantum mit einem 
möglichst kleinen Luftquantum bis zur Erreichung des Gleichgewichtes 
schüttelt und dann einfach in dieser Luftprobe die Kohlensäure ermittelt. 

Ausführung der Bestimmung: 

Eine 12 fassende Flasche (am besten ‚Jenaer Glas) wird mit einem 
doppelt durchbohrten Gummistopfen versehen, der erstens das bis zum 
Boden reichende Glasrohr a trägt, welches am oberen Ende mit einem ein- 
fachen Glashahn verschlossen werden kann und an das gleichzeitig das 
Thermometer zur Messung der Wassertemperatur befestigt ist. Zweitens 


Fig. 300. Fig. 301. 


ist in den Stopfen der Dreiweghahn 5 mit enger Bohrung eingesetzt, der 
kurz unter dem Stopfen abschneidet. An a läßt sich mittelst einer kurzen 
Schlauchverbindung der Glaskolben B von 15cm? Inhalt, der seinerseits 
mit einem Hahn versehen ist, ansetzen. 

Ist die Flasche mit der zu untersuchenden Wasserprobe gefüllt und 
B an a angesetzt, so wird durch Saugen an B das Kölbehen mit Wasser 
gefüllt. Alle Hähne sind dabei geöffnet und eine dem ausgetretenen Wasser- 
volumen entsprechende Luftmenge tritt dafür ein. Jetzt wird B abgenommen, 
das Thermometer abgelesen und, nachdem alle Hähne geschlossen sind, 
die Flasche mindestens eine Minute heftig geschüttelt. Man öffnet den 
Hahn b einen Moment, damit sich der Druck ausgleichen kanıı und schüttelt 
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hierauf abermals eine Minute lang. Nachdem B wieder an a angesetzt ist, 
mit der Vorsicht, daß a dabei ganz mit Wasser aus B gefüllt wird, läßt 
man zunächst die etwa in 5 während des Schüttelns hineingeratenen Wasser- 
tropfen durch kurzes Öffnen der Schwanzbohrung des Hahnes austreten. 
Nunmehr wird d mit einem sehr exakten Apparat zur Bestimmung der 
Kohlensäure (Krogh benutzt den Haldane- oder Petterssonschen Apparat) 
verbunden und die Luftprobe zur Bestimmung ihres Kohlensäuregehaltes 
in den Apparat eingesaugt. 


e) Mikrochemische Gasanalyse. 


Für die Bestimmung des Gasaustausches kleiner, im Wasser leben- 
der Tiere werden sich mit Vorteil die Methoden der mikrochemischen Gas- 
analyse von Barcroft und Hamill!) und eventuell das neuerdings von 
Krogh° ®) beschriebene Verfahren anwenden lassen. 

Die Beschreibung dieser Methoden vergleiche S. 658 ff. 


B. Methodik der Versuchsanordnung, Respirationsapparate. 


Handelt es sich um einfache Respirationsversuche an kleineren Or- 
ganismen, deren Gasaustausch dementsprechend gering ist, so genügt es 
in den meisten Fällen, die Tiere in einem der Größe ihres Sauerstoff- 
konsums entsprechenden, abgeschlossenen Wasserquantum zu halten, sie 
darin eine bestimmte Zeit atmen zu lassen und den Gehalt des Wassers 
an Sauerstoff und Kohlensäure vor und nach dem Versuche zu ermitteln. 

Als Gefäße können hierzu gut eingeschliffene Stöpselflaschen ver- 
wendet werden, die man in einem Thermostaten hält und eventuell darin 
auf einer Drehscheibe langsam bewegt (ef. z. B. Warburg :). 


a) Vernons Versuchsanordnung. 


Vernon®), der sich fast als einziger mit dem Studium des Gaswech- 
sels von niederen, speziell pelagischen marinen Tieren befaßt hat, verfuhr 
methodisch in analoger Weise. 

Das Respirationsgefäß R (Fig. 303) besteht aus einer unten und oben 
tubulierten Glasglocke von ca. 7T00— 1500 cm Inhalt mit aufgeschliffener Glas- 
platte. Die obere Tubulatur trägt außer dem Thermometer ein gewöhnlich mit 


1) J. Barcroft and R. Hamill, The estimation of the oxygen dissolved in salt 
solutions. Journ. of Physiol. Vol. 34. p. 306—314 (1906). 

®) A. Krogh, Some new methods for the tonometric determination of gastensions 
in fluids. Skand. Arch. f. Physiol. Bd. 20. S. 259 (1907/08). 

») A. Krogh, On micro-analysis of gases. Skand. Arch. f. Physiol. S. 279. 

*) 0. Warburg, Beobachtungen über die Oxydationsprozesse im Seeigelei. Zeit- 
schrift £. physiol. Chemie. Bd. 57. S. 1—16 (1908). 

5) Vernon, The respiratory exchange of lower marine invertebrates. Journ. of 
Physiol. Vol. 19. p. 18—70 (1896). 
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einem Quetschhahn geschlossenes Rohr b. Eine zweite Tubulatur am unteren 
Rande der Glocke dient zum Einsatz eines schlangenförmig gewundenen 
Rohres, das, oben als T-Rohr endend, einmal zum Zulassen von frischem 
Seewasser aus dem Rezipienten V, andrerseits zum Abhebern von Wasser- 
proben aus der Respirationskammer zu Zwecken der Analyse bestimmt ist. 
In letzterem Falle ist gleichzeitig Rohr 5 zu öffnen. Das untere Ende des 
Schlangenrohres wird, besonders wenn sehr zarte Organismen zur Unter- 
suchung kommen, von zwei Uhr- 
gläsern umfaßt, damit der zu- oder 
abfließende Wasserstrom die Tiere 
nicht lädiert. Das Respirationsgefäß 
steht in einem großen, als Thermo- 
stat dienenden Seewasserbehälter, 
ee durch den nach Belieben verschieden 
EI}. temperiertes Wasser geleitet werden 
kann. Beim Durchgang durch das 
oben erwähnte Schlangenrohr wird 
das aus der Vorratsflasche V kom- 
mende Wasser annähernd auf die 
Temperatur des Thermostaten ge- 
bracht. 


(I 


Sobald das Versuchstier in das Respirationsgefäl) gebracht ist, ver- 
drängt man das darin befindliche Wasser durch solches aus dem Rezi- 
pienten V. Das Tier bleibt 2—3 Stunden in dem durch die Glocke abge- 
schlossenen Wasserquantum, wobei die Temperatur beobachtet wird. Nach 
Ablauf dieser. Zeit wird die zur Analyse nötige Wasserprobe (300 cm?) 
unter Verwerfung der ersten aus dem Schlangenrohre stammenden Anteile 
abgelassen. 
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b) Versuchsanordnung von Pütter. 


Bei seinen Untersuchungen über den Stoffwechsel des Blutegels be- 
diente sich Pütter) des nachstehenden Verfahrens: 

Das Stoffwechselgefäß besteht aus einer Woulffschen Flasche von 12 
Inhalt. Zwei der Hälse tragen eingeschliffene Glashähne, von denen der 
eine bis zum Boden der Flasche, der andere eben nur in das Gefäß reichen. 
In den dritten Hals ist ein Manometer eingesetzt. Vor Einbringen der 
Tiere werden ca. 60 cm? Leitungswasser in das Gefäß gegeben und, nach- 
dem einige Zeit kohlensäurefreie Luft durch den ganzen Rezipienten ge- 
leitet worden ist, werden die Hähne abgeschlossen. Jetzt wird das Mano- 
meter abgelesen und gleichzeitig Temperatur und Barometerstand notiert. 
Aus dem Manometerstand am Ende des Versuches und aus der daraus zu 
berechnenden Volumdifferenz des Luftraumes gegen Beginn des Experi- 
ments wird, unter Berücksichtigung der wie nachstehend direkt bestimmten 
Kohlensäure, der Sauerstoffverbrauch berechnet. — Die produzierte Kohlen- 
säure erfährt man, indem man das Gefäß 1-—-2 Stunden mit einem kohlen- 
säurefreien Luftstrom ausspült und die Kohlensäure in tarierten Natron- 
kalkröhrehen zurückhält. 

Länger fortgesetzte Respirations- oder Stoffwechselversuche, speziell 
an größeren Tieren, machen es notwendig, daß der dem Wasser entzogene 
Sauerstoff erneut und die ausgeschiedene Kohlensäure entfernt werden. 
Zurzeit sind nachstehend beschriebene Versuchsanordnungen und Apparate 
dafür in Vorschlag gebracht worden. Nach Ansicht des Verfassers bedürfen 
dieselben noch vielfach der Verbesserung, da Fehlerquellen infolge Kom- 
pliziertheit der Anordnung nicht zu vermeiden sind. 


c) Respirationsapparat von Joylet und Regnard. 


Joylet und Regnard?), denen wir die ersten eingehenderen Unter- 
suchungen über die Respiration der Fische verdanken, konstruierten einen 
Respirationsapparat, dem das Prinzip des Apparates von Regnault und 
Reiset für Landtiere zugrunde gelegt wurde. Der Apparat dürfte durch 
die beiden unten beschriebenen Respirationsapparate von Bounhiol und 
Zuntz überholt sein, so daß er in seiner ursprünglichen Form kaum noch 
Anwendung finden wird, hier also nicht beschrieben werden soll. 


d) Respirationsapparat von Bounhiol. 


Bounhiol®) hat für seine Untersuchungen über die Atmung der Fische 
einen im Prinzip dem Joylet-Regnardschen Apparat nachgebildeten Respi- 


!) A. Pütter, Der Stoffwechsel des Blutegels (Hirudo "medieinalis). Zeitschr. f. 
allg. Physiol. Bd. 6. 8. 217—286 (1906/1907) und Bd. 7. S. 16—61 (1907/1908). 

>) Joylet et Regnard, Sur une nouvelle möthode pour l’etude de la respiration 
des animaux aquatiques. Compt. rend. de l’Acad. T.84. p. 1060 (1877). 

») J. P. Bounhiol, Recherches experimentales sur la respiration aquatique. II. La 
respiration des poissons marins dans ses rapports avec la captivite et la piscieulture. 
Bull. seient. de la France et de la Belgique. T. 39. p. 227—305 (1905). 
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rationsapparat konstruiert, der sich durch seine verhältnismäßige Ein- 
fachheit auszeichnet. 

Der Rezipient €’ (vgl. Fig. 303), der der Größe des jeweilig unter- 
suchten Tieres angepaßt ist, enthält eine bekannte Menge Wasser und wird 
nach Einbringen des gewogenen Tieres durch einen gut paraffinierten 
Stopfen verschlossen, der außer dem Thermometer von den vier Röhren 
Ci, €, C3,c, durchsetzt wird. Rohr e, führt die von der Pumpe AB kom- 
mende Luft zum Fischbehälter zurück, und, um diese möglichst zu ver- 
teilen, endet das Rohr in drei trichterförmig erweiterte Zweige, über deren 
Öffnungen Seidenstoff gebunden wird. 

Durch Rohr «, kommuniziert die Luft über dem Wasser im Rezi- 
pienten mit dem Druckregulator DD‘. 


Fig. 303. 


Rohr e, führt die aus dem Wasser austretende Luft, um sie von 
Kohlensäure zu befreien, zunächst zu dem Trockenturm G@ und dann zu 
einer Reihe von Absorptionsapparaten. Zwischen den letzteren und @ ist 
vorsichtshalber noch eine als Ventil dienende Waschflasche % mit konzen- 
trierter Schwefelsäure eingeschaltet. 

Die in den Absorptionsapparaten kohlensäurefrei gemachte Luft ge- 
langt zur Pumpe AB und wird von dieser wieder durch das Wasser in 
den Rezipienten zurückgedrückt. 

Das Rohr e,, dessen zur Spitze ausgezogenes Einde die Wasserober- 
fläche berührt, steht in Verbindung mit dem mit Sauerstoff gefüllten, 
graduierten Rohr E, dessen Dreiweghahn R überdies eine Verbindung mit 
dem Sauerstoff-Vorratsgasometer F' ermöglicht. Der Sauerstoff strömt 
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automatisch in den Rezipienten nach, sobald durch Verbrauch dieses Gases 
der Druck in dem letzteren sinkt. Durch Nachtropfen von Wasser aus 
der feinen Öffnung vo wird der Wasserstand innerhalb und außerhalb des 
Sauerstoffrohres gleich hoch gehalten. 

Die Stelle einer Pumpe vertritt eine einfache Einrichtung, die ohne 
alle Hähne, Stopfbüchsen und Schmiermittel arbeitet. Die beiden Flaschen 
A 5, die durch ihre unteren Tubulaturen in Verbindung stehen, sind teil- 
weise mit Quecksilber gefüllt, das in Flasche B zur Verhinderung der 
Oxydation mit einer Schwefelsäureschicht bedeckt ist. Das Gefäß A kann 
durch das Rohr ? aus einem hochgelegenen Reservoir mit Wasser gefüllt 
werden. Sein Hals ist mit einem Kautschukstopfen verschlossen , der den 
Heber a,«a; trägt. Sobald das durch 2 eintretende Wasser bis zum höchsten 
Punkt des Hebers gelangt ist, entleert sich A spontan, und zwar unter 
Nachtritt von Luft aus dem zu einer feinen Spitze ausgezogenen Rohre «a,. 
Das Lumen des Heberrohres muß bedeutend weiter sein als das des Zu- 
flußrohres £. Die Entleerung von A würde demnach sehr schnell erfolgen ; 
sie läßt sich jedoch regulieren durch mehr oder weniger weites Öffnen des 
Rohrendes a,. Zur Verhinderung einer möglichen selbsttätigen Entleerung 
des Gefäßes A bei eventuell sehr langsam erfolgendem Wasserzufluß aus £ 
muß der Durchmesser des absteigenden Heberschenkels a, bedeutend geringer 
sein als der des aufsteigenden Schenkels a,. 

Sobald nun das Wasser im Heber steigt, steigt auch das Quecksilber 
in 3 und preßt die darüber stehende Luft auf dem Wege durch 5, durch 
das Wasser des Rezipienten €. Entleert sich dagegen der Heber, so sinkt 
das Quecksilber in 3 und saugt Luft an durch das Rohr b,. 

Die Einschaltung irgend welcher Gefäße mit Flüssigkeiten, die der 
zirkulierende Luftstrom durchperlen müßte, sind vermieden, wodurch ein 
sofortiger Druckausgleich im ganzen System erfolgen kann, sobald die 
Pumpvorrichtung unterbrochen wird. 

Es bleibt noch die Funktion des Druckregulators D_D’ zu beschreiben: 
Sobald durch Eintritt von Luft aus c, der Druck in C steigen würde, sucht 
die über dem Wasser stehende Luft das Niveau des Wassers in D herab- 
zudrücken. Haben nun die beiden Gefäße DD‘ recht beträchtliche Durch- 
messer, so werden so geringe Druckdifferenzen, wie sie im vorstehenden 
Falle vorkommen können, Niveaudifferenzen zwischen den Wasseroberflächen 
in D und D‘ praktisch nicht bedingen und der Druck in D sowohl als in C 
wird dem von D‘, d.h. dem der Atmosphäre gleich sein. 

Ausführung eines Versuches: Vor Beginn des Versuchs wird das Gesamt- 
volumen des im Apparat eingeschlossenen Luftvolumens bestimmt. Von diesem 
werden dann die Volumina des Wassers, der Schwefelsäure und des Versuchs- 
tieres abgezogen. Sobald das Tier eingesetzt ist, wird der Apparat geschlossen 
und alle Kautschukverbindungen auf das sorgfältigstegeprüft und verkittet. Man 
liest Temperatur und Barometerstand ab und öffnet den Wasserzufluß für £. 

Hierauf wird je eine Analyse der Luft und des in C eingeschlossenen 
Wassers in bezug auf O und CO,-Gehalt gemacht. 
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Die gleichen Analysen werden wiederholt nach Beendigung des Ver- 
suches, und zwar wiederum unter Berücksichtigung von Temperatur und Druck. 

Zur Analyse der im Wasser enthaltenen Gase bediente sich Bounhiol 
der Methode des Auskochens im Vakuum unter Anwendung einer (ueck- 
silber-Luftpumpe. 


e) Respirationsapparat nach Zuntz, 


Der größte und komplizierteste Respirationsapparat, wie ihn Zuntz!) 
und seine Schüler zu Untersuchungen über den Stoffwechsel der Fische 
benutzen, ist in Fig. 304 abgebildet. Leider läßt sich aus der Literatur kaum 
ersehen, inwieweit sich der Apparat bewährt hat. 


Fig. 304. 


Der Rezipient R zur Aufnahme der Fische und des Wassers besteht 
aus einem zirka 52 1 fassenden zylindrischen Glasgefäß, dessen Öffnung 
mit einem die notwendigen Tubulaturen tragenden vernickelten Metall- 
deckel verschlossen wird. 

Zur Ventilation des Wassers dient die doppeltwirkende Pumpe P, die 
mit einem !/,, H. P.-Elektromotor angetrieben wird. Sowohl die von ihr aus- 
gesaugte als auch die von ihr in das Wasser durch das Dreiwegrohr D 


1) N. Zuntz, Ein Respirationsapparat für Wassertiere. Archiv für Physiol. 1901. 
Verh. der Physiol. Ges. Berlin. S. 543. 


Abderhalden, Handbuch der biochemischen Arbeitsmethoden. III. 69 
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wieder eingepreßte Luft passiert je ein Paar Kaliventile (Müllersche Ventile), 
in denen sie von Kohlensäure befreit wird. 

Der durch die Versuchstiere zur Atmung verbrauchte Sauerstoff wird 
aus einem Gasometer @ ersetzt und strömt durch ein Quecksilberventil 
nach, sobald der Druck im Rezipienten R unter eine bestimmte einstell- 
bare Grenze sinkt. Der Druck im Gasometer wird durch eine zuerst von 
Pflüger angegebene Regulationsvorrichtung konstant erhalten. 


Fig. 305. 


Später ist ein anderer Apparat zu diesem Zwecke, d.h. zur selbst- 
tätigen Sauerstoffzufuhr von Zuntz konstruiert worden, der in Fig. 305 ab- 
gebildet ist. 

Er besteht aus einer mit vier Kugeln versehenen Meßbürette, die 
400 cm> faßt und die mit einem Thermobarometer kommuniziert. Bürette 
und Barometer stehen in einem Wasserbehälter. Der nötige Gasdruck wird 
durch eine mit der Meßröhre verbundene und mit ganz verdünnter Kalı- 
lauge beschickte Flasche erzielt. Das Gewicht der Flasche selbst wird durch 
ein Gegengewicht ausgeglichen. Die an der Flasche hängende Kette soll, 
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wenn die Kalilauge bei Druckverminderungen im Respirationsapparat nach- 
läßt und Sauerstoff überdrückt, das sich vermindernde Gewicht der Flasche 
kompensieren. 

Zur exakten Messung der Druckverhältnisse in dem Respirations- 
gefäß dienen zwei Manometer. Manometer M gibt den tatsächlichen Druck 
in R an. Zur Korrektion dieses Druckes, der sowohl von Temperatur und 
atmosphärischem Barometerstand als auch von dem Sauerstoffkonsum der 
Fische abhängig ist. dient ein sogenanntes 'Thermobarometer Tb. Dieses 
steht in Kommunikation mit einem abgeschlossenen Luftvolumen, welches 
sich unter denselben Bedingungen von Druck und Temperatur befindet 
wie die Luft in R. Die Ablesungen an diesem Thermobarometer während 
eines Versuches liefern den Korrektionsfaktor zur Reduktion der Ablesungen 
von M auf Druck und Temperatur zu Beginn des Versuches. 


Zur Regulation der Temperatur stehen die genannten Apparate, wie 
aus der Figur ersichtlich, in einem großen Thermostaten, dessen Wasser 
ständig durchmischt wird, und zwar durch Einblasen von Luft mittelst einer 
Wasserstrahlpumpe. Die eigentliche Temperaturregulation erfolgt durch ein 
auf drei Seiten des Thermostaten entlang laufendes Kupferrohr, welches mit 
absolutem Alkohol gefüllt ist und sich in ein Bleirohr fortsetzt. Dies letztere 
steht außerhalb des Wassers mit einem Quecksilber enthaltenden U-Rohr 
in Verbindung. Der Alkohol schließt direkt an das Quecksilber an. Dehnt 
sich der erstere aus, so wird das Quecksilber emporgedrückt und reguliert 
dadurch den Gaszufluß unter dem Heizapparat H resp. erlaubt nur der Zünd- 
flamme noch zu brennen. Durch den Heizapparat läuft ein konstanter 
Wasserstrom in den Thermostaten, der selbst einen Überlauf hat. Auf 
diese Weise konnte die Temperatur in den zwischen 30--40° liegenden 
Grenzen gehalten werden. Will man auf eine niedere Temperatur einstellen, 
so passiert der Wasserstrom, ehe er in den Heizapparat eintritt, zunächst 
eine Kühlschlange, die von Eis umgeben ist. Zur Füllung und Reinigung 
der Kaliventile stehen dieselben mit den beiden Flaschen F und F\, in Ver- 
bindung, von denen die eine mit 12°/,iger Kalilauge, die andere mit aus- 
gekochtem destilliertem Wasser gefüllt ist. 


Will man während eines Versuches Proben von Wasser oder Luft 
entnehmen, so würde sich natürlich der Druck im ganzen Apparat ändern. 
Zu diesem Zwecke ist der dünnwandige Kautschukballon B in den Deckel 
des Respirationsgefäßes eingesetzt. Sobald man eine Luftprobe entnimmt, 
füllt man in diesen Ballon soviel Wasser, daß der ursprüngliche Druck 
wieder hergestellt wird, was sich durch Ablesen des Manometers M kon- 
trollieren läßt. 

Bei Anstellung eines Versuches wird das Respirationsgefäß bis zum 
Überlaufen mit Wasser gefüllt, die Tiere werden gewogen und hinein- 
gesetzt und der Deckel aufgeschraubt. Dann werden 5—6 /! Wasser zum 
Zwecke der Gasanalysen abgelassen etc, wofür reine Luft durch das Rohr Z, 
eintritt. 

69% 


1090 M. Henze. 


f) Versuchsanordnung mit Durchlüftung nach Pütter. 


Für länger dauernde Stoffwechselversuche an niederen Meeresorga- 
nismen hat auch Pütter!) eine Versuchsanordnung beschrieben: 

Als Rezipient dient ein 5—82 fassendes Gefäß, auf welches eine Glas- 
glocke aufgeschliffen ist, die durch einen eisernen Bügel mittelst zweier 
Schrauben fest aufgepreßt werden kann (vgl. Fig. 506). Die Glasglocke 
selbst hat eine Bohrung, in die ein Kautschukpfropfen mit drei Löchern 
eingepaßt ist. Eines derselben trägt ein zu einer Spitze ausgezogenes Glas- 
rohr, das fast den Boden des Gefäßes berührt und zur Zuleitung der Luft 


Fig. 306. a ” 

an 

dient. In der zweiten Bohrung des Stopfens sitzt ein eben nur in die 
Glocke hineinragendes Rohr zur Ableitung der Luft. Die dritte Bohrung 
trägt ein Manometer zur Kontrollierung des Druckes. Pütter beschickte 
diese Gefäße?) für einen Versuch mit einer gewissen Gewichtsmenge von 
Tieren und ca. einem Liter künstlichem Seewasser. Zur Durchlüftung wurde 


!) A. Pütter, Studien zur vergleichenden Physiologie des Stoffwechsels. Abhandl. 
der kgl. Ges. der Wissensch. zu Göttingen. Math.-phys. Kl. Neue Folge. VI. Nr.1 (1908). 

?) Solche Gefäße werden von den Vereinigten Fabriken für Laboratoriumsbedarf 
(Berlin) zum Verschicken von Seetieren angefertigt. 
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das über dem Wasser stehende Luftvolumen kontinuierlich, resp. in Zeit- 
intervallen von einigen Stunden, durch das Wasser gedrückt, wozu die von 
Prytz konstruierte Schlauchpumpe !) benutzt wurde. 

Dieser äußerst sinnreiche Apparat P (vgl. Fig. 306) besteht in einem 
um einen flachen Zylinder gelegten, mit Hanfeinlage versehenen Schlauch, 
gegen den die Rolle » preßt, deren Achse selbst an dem Triebrad £ befestigt 
ist. Wird das Triebrad durch die Hand oder einen Motor M in Bewegung 
gesetzt, so rollt die an den Schlauch fest angedrückte Rolle über denselben. 
indem sie gleichzeitig die in den Schlauch eingeschlossene Luft vor sich 
herdrückt. Sobald also die beiden Enden des Pumpenschlauches in rich- 
tiger Weise mit den beiden Röhren des Stoffwechselgefäßes verbunden 
sind, wird das über dem Wasser stehende Luftvolumen kontinuierlich durch 
dasselbe gedrückt. Die Wirkung eines Ventils kommt dadurch zustande, daß 
die Rolle in einem gewissen Zeitpunkte beide Schläuche gleichzeitig zudrückt. 

Das Manometer des Respirationsgefäßes sollte ursprünglich zu genauen 
Volumenbestimmungen dienen, wie dies bei der unter b) beschriebenen 
Versuchsanordnung auseinandergesetzt wurde. Angeblich soll sich jedoch 
die Diffusion durch den Schlauch als zu groß erwiesen haben. Um daher 
keine gasförmigen Stoffwechselprodukte zu verlieren, stellte Pütter von 
vornherein etwas Unterdruck im ganzen Apparat her unter der Annahme, 
daß auf diese Weise höchstens 50—100 cm® Luft während eines Versuches 
eingesogen würden, deren Kohlensäuregehalt für seine Versuche keinen 
Fehler bedeutete.?) 

Zur Konstanterhaltung der Temperatur wurde das Stoffwechselgefäß 
in eine sogenannte Kochkiste gesetzt. Kam Tageslichtbeleuchtung in Betracht, 
so wurden die Rezipienten in den großen Aquariumbassins gehalten; handelte 
es sich dagegen um konstante Beleuchtung, so wurde das ganze Zimmer 
verdunkelt und das Stoffwechselgefäß direkt mit einer Glühlampe beleuchtet. 

Über die Analyse der Stoffwechselprodukte nach Beendigung des Ver- 
suches vgl. das Kapitel: Bestimmung der Ausscheidungsprodukte. 


g) Mikrorespirometer nach Thunberg. 


Es soll nicht unterlassen werden, hier auch auf das Mikrorespiro- 
meter hinzuweisen, welches von Thunberg®) speziell für Respirationsversuche 
an kleinen Landwirbellosen konstruiert wurde. Dasselbe scheint sich, nament- 
lich zu orientierenden Versuchen, auch für Wassertiere verwenden zu 
lassen. (Vgl. Trendelenburg. *) 

Die Beschreibung des Apparates findet sich S. 664. 


') Die Pumpe ist zu beziehen von R. Fueß, Steglitz b. Berlin. 

:) Über den dabei eingesogenen Sauerstoff äußert sich Pütter nicht. 

®) T. Thunberg, Ein Mikrorespirometer. Skandinav. Arch. f. Physiol. Bd. 17. 
8.74 (1905). 

#) Trendelenburg, Versuch über den Gaswechsel bei Symbiose zwischen Alge und 
Tier. Arch. f. Anat. u. Physiol. Physiol. Abtlg. S. 42—70 (1909). 
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C. Bestimmung der Ausscheidungsprodukte. 


Die Aufsammlung und Bestimmung der von Wassertieren im Stoff- 
wechsel ausgeschiedenen Stoffe gehört mit zu den schwierigsten Aufgaben, 
abgesehen vielleicht von den Ausgaben gasförmiger Natur, deren Bestim- 
mungen zum größten Teil bereits besprochen wurden. Mit Ausnahme einiger 
später zu erwähnenden Notizen findet sich in der Literatur überhaupt keine 
Angabe über die Methodik der direkten Aufsammlung der im Harn oder 
Kot abgegebenen Substanzen. Ferner muß bei dieser Gelegenheit daran 
erinnert werden, daß die FExkretion bei vielen Vertretern der niederen 
Tierreihe nicht nur auf den Darm oder Ureter beschränkt ist. Wir wissen, 
daß die Exkretionsprodukte den Körper vielfach auch durch die Haut- 
oberfläche verlassen. Man vergleiche z. B. die Kapitel über Exkretion in 
dem schon zitierten Buche von v. Fürth.!) Unter solchen Umständen ist 
man auf jeden Fall gezwungen, die besagten Produkte aus dem Wasser zu 
isolieren, in dem die Tiere gelebt haben. Zu einer allgemeinen Orien- 
tierung wird es jedoch immer möglich sein, aus dem Stickstoff- und Kohlen- 
stoffgehalt des Wassers vor und nach dem Versuche Schlüsse auf die Größe 
des Stoffumsatzes zu ziehen. In dieser Weise verfuhr z. B. Knauthe?) bei 
Fischen, nachdem er vergebens versucht hatte, den abgegebenen Kot in 
Beuteln, die den Tieren umgebunden wurden, aufzufangen (cf. Knauthe) 

Pütter®) betont in seinen Studien zur vergleichenden Physiologie des 
Stoffwechsels, daß es zunächst weniger darauf ankomme, die Ausscheidung 
eines bestimmten Stoffes zu verfolgen, als vielmehr allgemeine Angaben 
zur Orientierung zu sammeln. Er versuchte so festzustellen, in welchem 
Verhältnisse die einzelnen Hauptgruppen der Nahrungsstoffe, Proteine, 
Kohlehydrate, Fette, umgesetzt werden und andrerseits, in welchem Um- 
fange dabei Prozesse beteiligt sind, die unter die Kategorie der Hydrolysen. 
Spaltungen und Oxydationen fallen. 

Da hier nicht der Platz ist, auf theoretische und kritische Erörte- 
rungen einzugehen, muß auf die betreffenden Arbeiten verwiesen werden. 

Nach den bisherigen Erfahrungen gestaltet sich die Bestimmung der 
an das Wasser abgegebenen Ausscheidungsprodukte praktisch ungefähr 
folgendermaßen : 

a) Feste Bestandteile. Manche Tiere sondern beträchtliche Schleim- 
mengen ab, die nach Pütter bei Aufstellung einer Bilanz nicht zu vernach- 
lässigen sind. Pütter filtriert dieselben auf einem aschefreien Filter ab und 
kalkuliert aus dem im Filterrückstand nach Kjeldahl ermittelten N-Gehalt 
ihre Menge. 


') O.v. Fürth, Vergleichende chemische Physiologie der niederen Tiere. G. Fischer, 
Jena 1903. 

?) K. Knauthe, Zur Kenntnis des Stoffwechsels der Fische. Pflügers Arch. Bd. 73. 
S. 490 (1898/99). 

’») A. Pütter, Studien zur vergleichenden Physiologie des Stoffwechsels. Abhandl. 
der kgl. Ges. der Wissensch. zu Göttingen. Math.-phys. Kl. Neue Folge. VI. Nr.1 (1908). 
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Das Filtrat wäre weiter zu untersuchen auf gelöste Bestandteile, 
und zwar handelt es sich hierbei, soweit Angaben vorliegen, um: 

b) Bestimmung des Kohlenstoffs, welcher gelösten organischen 
Substanzen entspricht. Für die Größe der Kohlenstoffausscheidung gibt 
erstens die in Respirationsversuchen ermittelte Kohlensäuremenge ein Maß, 
zweitens aber auch die Kohlensäure, welche bei Verbrennung derjenigen 
organischen Substanzen gebildet wird, die von den Tieren an das Wasser 
abgegeben werden. 

Nach Pütters! “ ®) Ansicht kommen gelöste organische Kohlenstoff- 
verbindungen in solcher Menge im Meerwasser vor, dal) er zum größten 
Teil auf Grund dieser Ansicht eine völlig neue Anschauung über die Er- 
nährungsphysiologie der niederen Meerestiere entwickelt hat. Verf.) erlaubt 
sich in dieser Hinsicht auf seine Kritik in Pflügers Archiv zu verweisen. 
Auf jeden Fall bleibt die Ermittlung der im Stoffwechsel ausgeschiedenen 
und an das Wasser abgegebenen Verbindungen ein wichtiges Erfordernis. 
Pütter hat sich hierfür des Messingerschen Verfahrens bedient, wie es zu 
analogen Zwecken schon früher benutzt worden ist.*) 

Der bekannten Methode liert das nachstehende Prinzip zugrunde: 

Die organische Substanz wird durch ein Gemisch von Chromsäure 
und konzentrierter Schwefelsäure völlig zu Wasser und Kohlensäure oxydiert, 
und aus der Menge der letzteren ein Rückschluß auf die Menge der orga- 
nischen Substanz gemacht. Selbstredend bestimmt man im vorliegenden Falle 
auch die vom Wasser gebundene und absorbierte Kohlensäure, die für sich 
ermittelt und von der Gesamtkohlensäure subtrahiert werden muß. 

Das Verfahren kompliziert sich etwas, wenn dasselbe in Seewasser 
zur Anwendung kommen soll. Bei Zufügung der Reagenzien werden hierbei 
beträchtliche Mengen von Salzsäure, Chlor und Chromoxychlorid in Freiheit 
gesetzt, die natürlich nicht in die Absorptionsapparate kommen dürfen. Im 
folgenden wird die Beschreibung des Verfahrens für Seewasser wieder- 
gegeben, wie es Verfasser) angegeben hat. Hande!t es sich um Bestim- 
mungen in Süßwasser, so sind die zur Zurückhaltung des Chlors be- 
stimmten Waschflaschen einfach wegzulassen. 

Der Apparat (Fig. 307) besteht aus einem ca. ®/,! fassenden Kolben K 
mit am besten eingeschliffenem Trichterrohr, das die nötigen Hähne a und b 
hat. Der seitliche Stutzen des Kolbens ist mit einem aufsteigenden, etwas 


1) A. Pütter, Studien zur vergleichenden Pbysiologie des Stoffwechsels. Abhandl. 
der kgl. Ges. der Wissensch. zu Göttingen. Math.-phys. Kl. Neue Folge. VI. Nr. 1 (1908). 

2) A. Pütter, Die Ernährung der Wassertiere. Zeitschr. f. allgem. Physiologie. Bd. 7. 
S. 283—320 (1907/1908). 

®) M. Henze, Bemerkungen zu den Anschauungen Pütters über den Gehalt des 
Meeres an gelösten organischen Kohlenstoffverbindungen und deren Bedeutung für den 
Stoffhaushalt des Meeres. Pflügers Arch. Bd. 123. S.487 (1908). Vgl. auch die kürzlich 
erschienene Arbeit von E. Raben, Ist organisch gebundener Kohlenstoff in nennenswerter 
Menge im Meerwasser vorhanden? Wissensch. Meeresuntersuch. Abt. Kiel. Neue Folge. 
Bd. 11. S. 111 (1909). 

*) Vgl. Tiemann und Gärtner, Handbuch, pag. 258. 
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Glaswolle enthaltenden Kühlrohr verbunden, an das sich eine mit destil- 
liertem Wasser und Glasperlen beschickte Waschflasche A anschließt. Auf 
letztere folgt ein Trockenturm B, abwechselnd gefüllt mit grob gepulvertem 
Antimon und Glaswolle, von dem die Leitung zu einem ca. 40cm langen 
Verbrennungsrohr führt. Dasselbe enthält ein Gemisch von Bleichromat und 
Kupferoxyd und wird vor Beginn des Versuches angeheizt. Zur Kontrolle, 
ob alles Chlor quantitativ zurückgehalten wird, ist an das Ende des Ver- 
brennungsrohres ein Röhrchen AR angeschaltet, in welchem ein Streifen von 
angefeuchtetem Jodkaliumstärkepapier liegt. Zum Trocknen der Gase dienen 
der Trockenturm €, der unten konzentrierte Schwefelsäure, oben mit 
Schwefelsäure getränkten Bimsstein enthält, außerdem trägt der Turm ein 
mit Chlorealeium gefülltes U-Rohr. Die Kohlensäure wird in den beiden 
tarierten Natronkalkröhrchen D und E zurückgehalten. Um durch den ganzen 
Apparat einen kohlensäurefreien Luftstrom leiten zu können, ist an das letzte 
Natronkalkrohr durch eine Schutzwaschflasche eine Saugpumpe angeschlossen, 


Fig. 307. 


andrerseits steht mit dem Zersetzungskolben durch den abschließbaren 
Hahn a ein Kalihydrat enthaltender Waschapparat in Verbindung. 

Erforderliche Reagenzien: An Stelle des gewöhnlich benutzten Kalium- 
bichromats habe ich Chromsäure gewählt, um die Menge der Salze im Zer- 
setzungskolben nicht noch mehr zu erhöhen. 

Die Reagenzien müssen absolut kohlenstofffrei sein, wovon man sich 
durch blinde Versuche überzeugen muß. Am besten stellt man sich dieselben 
unter Benutzung einer Angabe von W. Hempel!) wie folgt dar: 

Man löst unter Erwärmung 300g Kaliumbichromat in 500 cm® Wasser 
unter Zusatz von 420 cm3 konzentrierter Schwefelsäure, läßt 12 Stunden 
stehen und saugt von dem in großer Menge auskristallisierten sauren 
schwefelsauren Kalium ab. Man benutzt dazu eine saubere Nutsche, selbst- 
redend ohne Filtereinlage, und wäscht zuletzt mit einigen Kubikzentimetern 
destilliertem Wasser nach. 

Das Filtrat wird auf 80—90° erwärmt und mit 150 cm3 konzentrierter 
Schwefelsäure und soviel Wasser versetzt, bis die anfangs ausgeschiedenen 
roten Flocken von Chromsäure wieder gelöst sind. Dann wird bis zur Bil- 
dung einer Kristallhaut eingeengt, 12 Stunden stehen gelassen und die 


!) W. Hempel, Gasanalytische Methoden. 3. Aufl., pag. 413 (1900). 
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auskristallisierte Chromsäure auf einem Filter mit Platinkonus abgesaugt. 
Die Mutterlauge wird vorsichtig ein zweites Mal konzentriert und kristal- 
lisieren gelassen. 

Man erhitze nicht zu hoch, da sonst unter Sauerstoffentwieklung eine 
Zersetzung zu Uhromoxyd erfolgt. Der Zutritt von Staub muß bei allen 
Manipulationen peinlichst ausgeschlossen werden. 

Die Schwefelsäure wird vorbereitet, indem man 1/ konzentrierter 
Schwefelsäure mit etwa 10 g Chromsäure 1 Stunde lang auf dem Sand- 
bade erhitzt und nach Beseitigung der Flamme etwa 5 Minuten Luft hin- 
durch bläst, um eventuell gebildete Kohlensäure zu entfernen. 

Ausführung einer Bestimmung: Nachdem der Apparat durch halb- 
stündiges Ausspülen mit einem CO,-freien Luftstrom vorbereitet und das 
Verbrennungsrohr angeheizt ist, wird eine Wasserprobe von 200 cm® in den 
Kolben gegeben. Gleichzeitig fügt man ca. 59 CrO, zu. Während man 
einen langsamen Luftstrom durch den ganzen Apparat saugt, läßt man 
50 em® H,SO, vorsichtig zufließen und mischt nach und nach durch leichtes 
Umschwenken des Kolbens. Erst nach Verlauf von ca. 20 Minuten be- 
ginnt man mit kleiner Flamme, die ganz allmählich vergrößert wird, zu 
erhitzen, und hält schließlich mindestens 15 Minuten im schwachen 
Sieden. Unter Luftdurchleitung läßt man dann ganz allmählich erkalten. 
Bei Versuchen in Seewasser darf die Verbrennung nicht zu bald abge- 
brochen werden. Um ganz sicher zu gehen, sind zirka 2 Stunden für die 
ganze Bestimmung erforderlich (vgl. Henze). 


ec) Bestimmung der stiekstoffhaltigen Verbindungen. Der Stick- 
stoffgehalt der an das Wasser in löslicher Form abgegebenen organischen 
stickstoffhaltigeen Verbindungen wird zusammen mit dem Ammoniak 
durch Einengen eines hinreichenden, zuvor angesäuerten Wasserquantums 
und nachfolgender Verbrennung nach Kjeldahl bestimmt. Bei Seewasser 
werden sich infolge der großen Salzmengen kaum mehr als 250 em® auf 
diese Weise behandeln lassen. Hinreichend exakte Erfahrungen fehlen 
hier noch. (Vgl. auch die oben zitierte Arbeit von E. Raben, S. 116/117.) 

Zur Orientierung über die Verteilung des Stickstoffs lassen sich 
natürlich bei genügendem Material die bekannten, speziell hierfür ausgear- 
beiteten Methoden benutzen. 


d) Bestimmung des Ammoniaks. Wird Ammoniak in einiger- 
maßen nennenswerter Menge im Stoffwechsel produziert, so wird eine 
Wasserprobe bis etwa zur Hälfte unter Zusatz von Magnesiumoxyd'!) ab- 
destilliert. Das Destillat wird in titrierter Säure aufgefangen. 

Handelt es sich um die Ermittlung sehr geringer Ammoniakmengen, 
was bei speziellen Fragestellungen der Fall sein könnte, so wird man zu 
einem kolorimetrischen Verfahren greifen. Am geeignetsten ist das Ver- 


1) Das MgO ist vor Gebrauch 20 Minuten mit Wasser zu kochen, um es völlig 
NH,-frei zu machen. 
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fahren von Frankland und Armstrong, respektive das von Miller modifizierte, 
sobald es sich um Süßwasser handelt (vgl. Tiemann und Gärtner'). 

Prinzip des Verfahrens : Man schätzt die Menge des Ammoniaks nach 
der mehr oder minder intensiven Färbung, welche Neßlers Reagens in der 
Wasserprobe hervorruft. Es ist Bedingung, daß dieselbe nicht mehr als 
O'1 mg NH, in 100 cm? enthalte. Sind erößere Mengen vorhanden, so muß 
die Bestimmung in einem aliquoten, entsprechend verdünnten Teil der 
Probe vorgenommen werden. 

Ausführung der Bestimmung: Man bringt 100 cm’ des zu unter- 
suchenden Wassers in einen Hehnerschen Zylinder und fügt 1 cm® Neßlers 
Reagens zu. Die entstehende Färbung mub hell bis mittelgelb sein. Sollte 
sie einen roten oder dunkelroten Farbton zeigen, so muß das Wasser 
in einem bestimmten Verhältnis (5, 10, 20, 25 cm? zu 100 cm’) verdünnt 
werden. Als Vergleichsflüssigkeit benutzt man eine Chlorammoniumlösung. 
von der 1cm>, 1 mg NH, entspricht.?2) Man gibt von dieser Stammlösung 
1-3 cms, was durch eine Vorprobe zu ermitteln ist, in 100 cm? destil- 
liertes, ammoniakfreies Wasser und versetzt ebenfalls mit 1 cm? Neßlers 
Reagens. 

Man vergleicht die Lösungen einige Zeit nach eingetretener Reaktion 
und unter gleicher Temperatur. 

Bereitung des Neßlerschen Reagens: 50 g Jodkalium werden in 500 cm’ heißem 
Wasser gelöst und mit einer heißen konzentrierten Sublimatlösung versetzt, bis ein bleiben- 
der roter Niederschlag entsteht, wozu 20—25 9 Quecksilberchlorid erforderlich sind. 
Nachdem man filtriert hat, fügt man eine Auflösung von 1509 Kaliumhydrat im. 
300 cm® Wasser zu, verdünnt auf 1 Liter und gibt nochmals ca. 5 cm? Sublimatlösung 
hinzu. Von dem neuerlich entstandenen Niederschlag wird dekantiert und das Reagens 
gut verschlossen aufbewahrt. 

Auf Seewasser läßt sich, wenn absolut exakte Resultate erwünscht 
sind, dieses Verfahren unmittelbar nicht übertragen (vgl. Schürmann 
in Tiemann und Gärtners Handbuch, S. 131). Die Seewasserprobe muß in 
diesem Falle erst über MgO abdestilliert werden, ehe die kolorimetrische 
Prüfung stattfinden kann. 

Es sei hier speziell auf die kritische Zusammenstellung von E. Raben?) 
hingewiesen. 

e) Bestimmung der Nitrite. Anhaltspunkte dafür, daß im Stoff- 
wechsel von Wassertieren Stickstoff in Form von Nitriten zum Um- 
satz kommt, liegen mit Ausnahme einer Angabe von Pütter 4) meines 


!) Tiemann und Gärtner, Handbuch der Untersuchung und Beurteilung der 
Wässer. IV. Aufl. 

2) Die Lösung bereitet man, indem" man 3'147 g reines, bei 100° getrocknetes 
Chlorammonium zu 1 Liter löst. i 

3) E. Raben, Über quantitative Bestimmung von Stickstoffverbindungen im 
Meerwasser ete. Wissensch. Meeresuntersuch. Abtlg. Kiel. Bd. 8. Neue Folge. 8.81 
(1903/08). 

4) A. Pütter, Studien zur vergleichenden Physiologie des Stoffwechsels. Abhandl. 
der kgl. Ges. der Wissensch. zu Göttingen. Math.-phys. Kl. Neue Folge. VI. Nr.1 (1908). 
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Wissens nicht vor. Auf jeden Fall soll auf die Ermittlung geringer 
Mengen hier kurz Rücksicht genommen werden, da dieselben in natürlichen 
Wässern wohl selten ganz fehlen. Auf Grund der Untersuchungen von 
Raben!) wird man am besten die Methode von Preuße und Tiemann 
anwenden, und zwar gleichgültig, ob in Süß- oder Meerwasser. ?) 

Ausführung der Bestimmung: Raben (loc. eit.) beschreibt dieselbe 
folgendermaßen: „Um die salpetrige Säure im Meerwasser möglichst sicher 
und exakt nachweisen zu können, gebe ich 100 cm® des zu prüfenden 
Wassers in einen Destillationskolben von 200 cm® Inhalt, säure mit 2 bis 
3 Tropfen 90°/,iger Essigsäure an und fange das Destillat in der Vor- 
lage unter den bei der Ammoniakbestimmung angegebenen Vorsichts- 
maßregeln®) auf; im ganzen lasse ich reichlich 30 cm®, also etwa ein 
Drittel des zur Prüfung entnommenen Quantums Wasser abdestillieren. 

Nun nehme ich ein ebensolches Kölbchen, wie es mir als Vorlage 
gedient, gebe reichlich 30 cm® destilliertes Wasser und ein bestimmtes 
Volumen einer Natriumnitritlösung hinein, welche im Kubikzentimeter 
Y/00 mg N,O, enthält, dann füge ich gleichzeitig zu dem Inhalt eines 
jeden Kölbehens 1 cm verdünnte Schwefelsäure (1 + 3) resp. 1 cm: 90°/,iger 
Essigsäure und je 1 cm® Metaphenylendiaminlösung. 1 g salzsaures Meta- 
phenylendiamin wird in 180 cm® Wasser gelöst, die Lösung durch Auf- 
kochen mit Tierkohle entfärbt und das Filtrat mit 20 cm? verdünnter 
Schwefelsäure vermischt, diese Lösung ist in dunklen, gut geschlossenen 
Flaschen recht lange haltbar. 

Das so behandelte Destillat und die Vergleichslösung lasse ich dann 
mehrere Stunden stehen, bevor ich eine Beobachtung vornehme, da mit 
der Zeit die Intensität des sich bildenden Azofarbstoffs zunimmt, ein Moment, 
welches besondere Beachtung erheischt, daß die Reagenzien zum Destillat 
wie zur Vergleichslösung gleichzeitig zugegeben werden. Also nach Verlauf 
von mehreren Stunden gebe ich den Inhalt der beiden Kölbchen in Hehner- 
sche Zylinder, um zunächst bei Tageslicht die gröbere und bei diffusem 
Licht die feinere Einstellung der Farbintensitäten aufeinander vorzunehmen.“ 

f) Bestimmung gasförmiger Ausscheidungsprodukte. Es dürfte 
sich zeigen, daß im Stoffwechsel niederer Tiere weit mehr, als bisher zu 
unserer Kenntnis gelangt ist, sogenannte Gärungsprozesse, und zwar in- 
folge intramolekularer Atmung zum Ablauf kommen. (Ich erinnere z.B. 
an Weinlands Arbeiten.) Diese Prozesse könnten die Abgabe von Wasser- 
stoff oder Kohlenwasserstoffen, z. B. von Methan, bedingen, was sich bei 
der Gasanalyse der Respirationsluft resp. der Gasanalyse des Wassers 
zeigen müßte. Es würde in diesen Fällen der nach Absorption von OÖ und 
CO, zurückbleibende und auf Stickstoff zu beziehende Gasrest unverhält- 


1) E. Raben, Über quantitative Bestimmung von Stickstoffverbindungen im Meer- 
wasser ete. Wissensch. Meeresunters. Abtlg. Kiel. Bd. 8. Neue Folge. S. 81. (1903/08). 

2) Für Süßwasser ist das Abdestillieren unnötig (ef. Ausführung der Bestimmung). 

5) Verhindern, daß etwas von der Destillationsflüssigkeit überspritzt und in die 
Vorlage kommt. 
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nismäßig groß erscheinen und zu einer speziellen Prüfung Veranlassung 
geben. Eine exakte Gasanalyse kann hier allein Sicherheit verschaffen. 


Pütter‘) gibt an, bei seinen Stoffwechselarbeiten den Nachweis der Produktion 
von Wasserstoff und Kohlenwasserstoffen auf folgendem Wege erbracht zu haben: Er 
verdrängt die Luft des Respirationsraums durch einen kohlensäurefreien Luftstrom. Die 
austretende, durch Schwefelsäure getrocknete Luft passiert zunächst Natronkalkröhrchen, 
in denen die während des Versuches gebildete Kohlensäure absorbiert wird und wird 
dann durch ein angeheiztes und mit Kupferoxyd gefülltes Verbrennungsrohr geleitet. 
Hier wird aller Kohlenstoff zu Kohlensäure und aller Wasserstoff zu Wasser oxydiert 
und in den an das Rohr angeschlossenen Absorptionsröhrchen aufgefangen und gewogen. 
Auf diese Weise sollte er die Menge Kohlenstoff, die an Kohlenwasserstoffe gebunden 
war, erhalten. War nun die gefundene Wassermenge so groß, daß ihr Wasserstoffgehalt 
hinreichte, die ermittelte Kohlenstoffmenge gerade abzusättigen, so schließt Pütter 
daraus auf die Produktion von Methan. Fand sich weniger Wasser (Wasserstoff) als 
diesem Verhältnis entsprach, so wurde ein ungesättigter Kohlenwasserstoff angenommen; 
war es dagegen umgekehrt, so deutete dies nach Pütter auf die Anwesenheit von freiem 
Wasserstoff neben Kohlenwasserstoffen. 


D. Äußere Einflüsse, welche bei Stoffwechseluntersuchungen 
in Frage kommen. 


a) Temperatur: 

Schon Jolyet und Regnard?) beobachteten bei ihren Untersuchungen 
über die Atmung der Fische den außerordentlich großen Einfluß der Tem- 
peraturschwankungen des Wassers auf die Atemtätigkeit. Nach den Er- 
fahrungen aller späteren Autoren — erwähnt seien nur Vernon:) und neuer- 
dings Winterstein +), Baglioni?) und Warburg) — findet sich auch sonst 
das Temperaturgesetz allgemein bestätigt. 

Der schädigende Einfluß, den die Abweichungen von der mittleren 
Meerestemperatur, die sich, abgesehen von der Oberfläche, sehr konstant 
erhält, auf die Meeresorganismen bedingt, ist, nebenbei bemerkt, sehr auf- 
fällig an dem Befinden der Tiere in den großen Aquarien der Zoologischen 
Station zu Neapel zu verfolgen, wo Temperaturschwankungen von 9° im 
Winter bis zu 24° im Sommer stattfinden. 

Knauthe”) hebt hervor, daß die Freßlust der Fische bei erhöhter 
Temperatur ganz bedeutend abnimmt. Desgleichen geht korrespondierend 


') A. Pütter, Studien zur vergleichenden Physiologie des Stoffwechsels. Abhandl. 
der kgl. Ges. der Wissensch. zu Göttingen. Math.-phys. Kl. Neue Folge VI, Nr. I. 

2) Jolyet und Regnard, Recherches physiologiques sur la respiration des animaux 
aquatiques. Arch. de Physiol. II. serie. T.4. p. 44—62 et 584—633 (1877). 

>) Vernon, The respiratory exchange of lower marine intervertebrates. Journ. of 
Physiol. Vol. 19. p. 18—70. 

*) H.Winterstein, Beiträge zur Kenntnis der Fischatmung. Pflügers Archiv.S.1—25. 

5) S. Baglioni, Der Atemmechanismus der Fische. Ein Beitrag zur vergleichenden 
Physiologie des Atemrhythmus. Zeitschr. f. Allg. Physiol. Bd. 7. S. 177—282 (1907). 

6) 0. Warburg, Beobachtungen über die Oxydationsprozesse im Seeigelei. Zeit- 
schrift £. physiol. Chem. Bd. 57. S.1 (1908). 

?) K. Knauthe, Zur Kenntnis des Stoffwechsels der Fische. Pflügers Arch. Bd. 73. 
S.490 (1898). 
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mit der Temperaturerhöhung ein regelmäßiges Ansteigen der Stickstoff- 
ausscheidung einher. Analoge Ergebnisse vgl. bei Pütter. 

b) Licht: 

Der exakte Nachweis, daß die strahlende Energie des Lichtes den 
Stoffwechsel ohne indirekte Wirkung durch das Nervensystem beeinflußt, 
scheint bisher noch nicht erbracht zu sein. Von Fütter‘) wird neuerdings 
behauptet, daß der Schwamm Suberites im Lichte einen doppelt so großen 
Sauerstoffkonsum aufweist als im Dunkeln. Ein umgekehrtes Verhältnis 
soll bei Cucumaria zu beobachten sein. 

c) Sauerstoffzehrung des Wassers: 

In einer abgeschlossenen Wassermenge beobachtet man stetige lang- 
same quantitative Änderungen seines Gasgehaltes. Dieselben sind bedingt 
durch die Gegenwart von Mikroorganismen, deren Tätigkeit durch An- 
wesenheit von Exkrementen, Nahrungsresten, Schleim eventuell durch Licht 
und andere Faktoren bedeutend gesteigert werden kann. Gerade bei Stoff- 
wechselversuchen ist deshalb dieser sogenannten Sauerstoffzehrung die 
größte Beachtung zu schenken. 

„Diese Prozesse können an Intensität die Atmung der Fische er- 
reichen und sogar übertreffen,“ sagt Knauthe°) l.c. Außerdem sei in 
dieser Hinsicht verwiesen auf die Arbeiten von Vernon, Zuntz*) u. a. Bei 
kurz dauernden Versuchen und unter Benutzung reinen Wassers spielt 
dieser Faktor kaum eine Rolle. Man wird deshalb, wenn irgend möglich, 
diese Bedingungen immer suchen inne zu halten. 

Um eine Vorstellung zu geben, wie stark und welcher Art die Ände- 
rungen im Gasgehalt von „reinem“ Seewasser sind, seien zwei graphisch 
dargestellte Beispiele wiedergegeben, die einer Arbeit von Fox ent- 
nommen sind. 

Wasser Nr. I (Fig. 308) wurde im Hochsommer aus dem Christiania 
Fjord geschöpft und in verschiedenen zugeschmolzenen sterilen Röhren ver- 
teilt, bei 25° aufgehoben und davon in verschiedenen Zeitintervallen Analysen 
gemacht. 

Bedeutend stärkere Sauerstoffzehrung zeigt das Wasser Nr. II (Fig. 309), 
das der Bai von Christiania im Herbst entnommen und in derselben Weise 
wie Probe I aufbewahrt wurde. Es war “fairly clear only a little foetid”. 

Der Sauerstoff war bereits nach 32 Tagen völlig aufgezehrt. 

Eine andere zahlenmäßige Angabe siehe bei H. Winterstein.) 

?) A. Pütter, Studien zur vergleichenden Physiologie des Stoffwechsels. Abhandl. 
der kgl. Ges. der Wissensch. zu Göttingen. Math.-phys. Kl. Neue Folge. VI. Nr.I (1908). 

2) K. Knauthe, Untersuchungen über Verdauung und Stoffwechsel der Fische. 
Zeitschr. f. Fischerei. Jg. 6. S. 139— 184. 


3) K. Knauthe, Zur Kenntnis des Stoffwechsels der Fische. Pflügers Arch. Bd. 73. 
8.490 (1898/1899). 

4) N. Zuntz, Ein Respirationsapparat für Wassertiere. Archiv für Physiol. 1901. 
(Verh. der Physiol. Ges. Berlin.) S. 543. 

5) H. Winterstein, Bemerkungen über die in dunkel gehaltenem Seewasser auf- 
tretenden Änderungen des Sauerstoffgehaltes. Biochem. Zeitschr. Bd. 19. pag. 425 (1904). 
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Eine Einschränkung einer eventuellen Fehlerquelle läßt sich stets 
erreichen, wenn man das zu verwendende Wasser filtriert und es so von 
Verunreinigungen und bis zu einem gewissen Grade von Mikroorganismen 


& 

> Wasser WI. 

& 
2 
e C0, Zunahme 

OD Abnahme 

o MN Anderung 
7 


—— 
Kae 6..27,48.1,9..90. Wackere 


Fig. 508. 


Wasser DEI. 
OAJönahrme 


N Zunahrmee 


Co, Änderung 


Zur 22 — 


N 


dar 3 Asve:2 831.0. 70, Macher 


Fig. 309. 


befreit. Jedenfalls wird 
dadurch den Bakterien 
ein weniger günstiger 
Boden geboten. Für die 
meisten Zwecke kommt 
man ohne Tonfilter 
(Chamberland, Pullkal) 
aus. Filtrierpapier, na- 
mentlich gehärtetes,leis- 
tethinreichende Dienste. 

In bezug auf den Ein- 
fluß solcher Filtrationen 
und über die Veränderungen, 
die die Anwendung von 
Sandfiltern bedingen, sei 
auf die Studie von Vernon ') 
verwiesen. Nach Vernon 
wird das Wasser bei dieser 
Filtrationsweise fast allen 
Ammoniaks und des größten 
Teils des organischen Stick- 
stoffs beraubt. 

Zuntz°) arbeitete 
versuchsweise mit ste- 
rilem Wasser, doch 
brachte dies außer der 
eroßen Umständlichkeit 
noch andere Mißstände 
mit sich, so daß er 
wieder davon abkam. 

Auch gutes Ab- 
waschen der Tiere oder 
Organismen mit filtrier- 
tem oder sterilisiertem 
Wasser bietet einen 
nieht zu unterschätzen- 
den Nutzen. 


Die Beobachtung, ob bei länger dauernden Versuchen in gleichen 
Zeitintervallen der Respirationskoeffizient derselbe bleibt oder sich ändert, 


t) Vernon, The relations between marine and vegetabile life. Mitteilung. aus der 


Zoolog. Stat. zu Neapel. Bd. 13. S. 341—422 (1908). 


2) N. Zuntz, Ein Respirationsapparat für Wassertiere. Archiv für Physiol. 1901. 


(Verh. der Physiol. Ges. Berlin.) S. 543. 
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dürfte in zweifelhaften Fällen einen Anhalt geben, ob Bakterienwirkung im 
Spiele ist. 

d) Symbiose und Parasitismus: 

Täuschungen hinsichtlich des wahren Respirationswechsels können bei 
gewissen Tieren dadurch entstehen, daß dieselben mit parasitären oder 
symbiotischen Organismen vergesellschaftet sind. So ist z. B. die oberste 
Schicht des Schwammes Suberites meist vollständig erfüllt mit kleinen 
Amphipoden (Atylus gibbosus) ef. Pütter.') 

Als Beispiele für symbiotische Lebensweise sei an das Vorkommen 
von Zooxanthelen in Rhizopoden und Radiolaren aber auch in höheren 
Tieren, wie Aktinien, Korallen, Mollusken und Würmern hingewiesen. Vgl. 
die Untersuchung an Adamsia von Trrendelenburg.?) 

Eine Zusammenstellung der Tiere, bei denen bisher Symbiose mit 
Zooxanthelen nachgewiesen wurde, siehe bei Brandt.°) 


IE TEIT, 
Allgemeine Erfahrungen über das Arbeiten mit Seetieren. 


Die nachstehenden losen Notizen rein technischen Inhalts sind fast 
sämtlich im physiologischen Laboratorium der Neapeler Zoologischen Station 
gesammelt worden, wobei die Beschreibung nur solcher Methoden und Hand- 
griffe aufgenommen wurde, die speziell für den Biochemiker in Frage 
kommen können. 

An erster Stelle sei dabei auf zwei Abhandlungen hingewiesen, die wertvolle Notizen 
in bezug auf physiologische Untersuchungen an Meerestieren enthalten. Es sind dies: 

1. S. Lo Bianco, Notizie biologiche riguardanti speciälmente il periodo di matu- 
ritössessuale degli animali del golfo di Napoli. Mitt. der Zoolog. Stat. Neapel. Bd.19. S.513 
bis 761 (1909). 

2. V. Bauer, Einführung in die Physiologie der Cephalopoden. Ibid. Bd. 19. 
S. 145—268 (1909). Diese Arbeit bildet den ersten Teil einer Folge physiologischer 
Monographien. 

a) Fesselung der Tiere. 

Cephalopoden. Eine Methode, die von v. Uexküll angegeben worden 
ist, besteht darin, dal man die Arme des Tieres in einen Sack steckt, der 
durch einen Zug hinter den Augen fest zugezogen und zur weiteren Siche- 
rung mit Bindfaden umschnürt wird. Das so gefesselte Tier wird auf einem 
Halter (Fig. 310) mittelst übergreifender Metallbügel fixiert. 

Für viele Zwecke (z.B. Blutentnahme) ist diese Art der Fixierung 
nicht vorteilhaft, da die Blutzirkulation zu stark gehemmt wird (vgl. 


!) A. Pütter, Studien zur vergleichenden Physiologie des Stoffwechsels. Abhandl. 
‘der kgl. Ges. der Wissensch. zu Göttingen. Math.-Phys. Kl. Neue Folge. VI. Nr. I (1908). 
2) Trendelenburg, Versuche über den Gaswechsel bei Symbiose zwischen Alge und 
Tier. Arch. f. Anat. u. Physiol. Physiol. Abteilung. 1909. S. 42—70. 

») K. Brandt, Über Symbiose von Algen und Tieren. Arch. f. Anat. u. Physiol. 
(Physiol. Abt.) 1883. S. 445. 
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z. B. auch Fuchs!). Verf. scheint in diesem Falle die folgende Methode 
zweckmäßiger (vgl. Fig. 311): Ein starkes Brett, mit grobem Drahteitter 
überzogen, trägt an der oberen Seite verschiebbar angebrachte starke 
Eisenbügel, die gleichfalls mit Drahtgitter umkleidet sind. Die letzteren 
werden über die Arme des Tieres fest angepreßt und durch ebenfalls 
verschiebbare Schrauben 
festgelegt. Noch ein- 
facher kann man ver- 
fahren, wenn man das 
Tier mit den Armen auf 
ein Brett festnagelt 
(Fredericgq ?). 

Ein anderes Ver- 
fahren, um Cephalopo- 
den zu fesseln, stammt 
von A. Mayer und F. 
Rathery:). Verf. benut- 
zen einen der Größe des 
Tieres angepaßten läng- 
lichen Kasten mit einem 


Fig. 310. 


Fig. 311. 


Schiebedeckel. Eine der kurzen Seitenwände besteht aus zwei überein- 


1) S. Fuchs, Beiträge zur Physiologie des Kreislaufes bei den Cephalopoden. 
Pflügers Arch. Bd. 60. S. 173—204 (1895). 

2) L. Frederieg, Recherches sur la Physiologie du poulpe commun (Octopus vul- 
garis). Arch. de zool. experim. T. 7. p. 535 (1878). 

3) A. Mayer et F. Rathery, Etudes sur le corps fungiforme du poulpe (Octopus 
vulgaris). Journ. Anatom. et Physiol. Paris. T. 43. p. 25—47 (1907). 
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ander in ein und demselben Falz laufenden Brettern, die je einen 
guillotineförmigen Ausschnitt haben. Die Arme des Tieres werden in 
den Kasten gelegt, dieser schnell geschlossen und der sogenannte Hals 
des Tieres, der den Kopf von den Armen trennt, zwischen die Guillotine 
gepreßt. Das so immobilisierte Tier wird samt dem Kasten zur Erhaltung 
der Atmung in ein Bassin gelegt. Natürlich können zur künstlichen Atmung 
die Kiemen auch mit Wasser durch eine Kanüle (cf. unten) versorgt werden. 

Fische. Ein Halter für operative Eingriffe an Fischen ist in Fig. 312 
abgebildet. Er besteht aus einem der Größe des Tieres angepaßiten Brett 
mit Ausschnitten, auf dem das Tier mittelst Bindfaden befestigt wird, während 
der Kopf noch besonders durch eine Art verschiebbaren Schuh fixiert wird. 
Die Ausschnitte des Brettes korrespondieren mit denjenigen an der Bauch- 
seite des Tieres liegenden Stellen, wo sich die zu operierenden Organe 


” 


Fig. 312. 


befinden. Auch ist das Brett um seine Längsachse drehbar, so daß die 
Bauchseite des Tieres leicht nach oben gebracht werden kann. 

Die Atmung unterhält man bei den eben genannten Tieren mittelst 
einer in das Maul oder die Kiemenhöhle (Fische) resp. in den Mantel 
(Cephalopoden) eingeführten Kanüle, die ihrerseits mit der Seewasserleitung 
des Laboratoriums in Verbindung steht. Der Halter mit dem gefesselten Tier 
steht dabei auf einem mit Blei ausgeschlagenen Tisch, der einen Ablauf 
besitzt. Die bei Cephalopoden in den Mantel eingeführte Seewasserkanüle 
wird bei heftigen Kontraktionen des Mantels bisweilen herausgeschleudert. 
Girod') half sich daher speziell bei Sepia auf folgende Weise. Er benutzte 
einen mit zwei Röhrenfortsätzen versehenen Gummiball, dessen Durchmesser 
größer war als der des Trichters des Tieres, und führte diesen von der 


") P. Girod, Recherches sur la poche du noir des c6phalopodes des cötes de 
France. Arch. de Zoolog. Experim. et Generale. T. 10. p. 78 (1882). 
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Mantelöffnung aus (also von innen) in den Trichter ein. Der in die 
Kiemenhöhle ragende Kautschukfortsatz war außerdem durch ein ange- 
setztes Glasrohr verlängert, das bis an das untere Ende der Kiemenhöhle 
reichte. Der andere Kautschukfortsatz ragte aus dem Trichter heraus und 
wurde mit einem Seewasser zuführenden Gummischlauch verbunden. 

Crustaceen. Krebse lassen sich am einfachsten auf einem in einen 
Rahmen gespannten Drahtgitter durch Bindfaden fesseln. 

b) Blutentnahme. 


Cephalopoden: Das Blut dieser Tiere entnimmt man am ein- 
fachsten nach F’rederieg'!) der großen Kopfarterie, in die man eine Kanüle 
einbindet. Zu diesem Zwecke öffnet man den Mantel dorsal und präpariert 
die längs des Ösophagus verlaufende Arterie frei. Man unterbindet dieselbe 
peripher, spaltet nach Abklemmung den zentralen Teil und befestigt darin 
die Kanüle. Die Kanüle verbindet man mit einem dünnen Schlauch, aus 
dem das Blut in ein untergehaltenes Gefäß tropfen kann, und legt dann 
am besten das gefesselte Tier in ein größeres flaches Bassin, wo es unge- 
hindert atmen kann. Nach meinen Erfahrungen ist letzteres besonders dann 
von Nutzen, wenn man möglichst viel Blut gewinnen will. 

Auch die direkte Entnahme des Blutes aus den Gefäßen am lebenden 
Tier unter Luftabschluß zu Zwecken der Blutgasanalyse läßt sich bei 
Cephalopoden ausführen, wie Winterstein®) kürzlich gezeigt hat. — Zur 
Gewinnung des arteriellen Blutes benutzt man, wie soeben angeführt wurde, 
die große Dorsalarterie. In diese wird eine Kanüle eingebunden, die mit 
einem mit Quecksilber gefüllten Meßrohr in Verbindung steht, in welches 
man das Blut durch Senken eines mit dem Meßrohr kommunizierenden 
Quecksilbergefäßes einsaugt. Für die Entnahme des venösen Blutes sucht 
man die große Abdominalarterie auf. Man legt dieselbe durch einen Längs- 
schnitt durch den Mantel frei, der von der den Mantel mit dem Atmungs- 
trichter verbindenden Muskelbrücke nach der Mantelspitze zu verläuft. Die 
weitere Manipulation ist die gleiche wie oben. 

Fische: Fischen, spez. Scyllium und Conger, entnimmt man das Blut 
in folgender Weise (vgl. z.B. Nolf®). Man trennt das Schwanzende mit 
einem scharfen Schnitt ab, indem das Tier vertikal mit dem Kopf nach 
unten gehalten wird. Hierauf wird eine lange Kanüle fest in die Schwanz- 
arterie eingesteckt, die durch ihren seitlichen Druck gleichzeitig die dar- 
unter liegende Vene zupreßt. Nachdem das Tier wieder in horizontale Lage 
gebracht worden ist, wird unter Erhaltung künstlicher Atmung die Ent- 
blutung vorgenommen. Die Kanüle umgibt man am besten mit einem 
Wattebausch, um zu verhindern, daß eine Verunreinigung durch Geweb- 


') L. Frederieg, Recherches sur la Physiologie du poulpe commun (Octopus vul- 
garis). Arch. de zool. experim. T. 7. p. 535 (1878). 

°) H. Winterstein, Zur Kenntnis der Blutgase wirbelloser Seetiere. Biochem. 
Zeitschr. Bd. 19. S. 334—424 (1909). 

®) P. Nolf, La coagulation du sang des poissons. Arch. internat. de Physiolog. 
T. 4. p. 216—259 (1906/07). 
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säfte eintritt. Soll nur eine Blutprobe entnommen werden, so kann man 
die Arterie sehr einfach schließen, indem man ein Holzpflöckchen in dieselbe 
einpreßt. Das Tier lebt ohne Störung weiter und ist jeden Moment zu 
neuer Blutentnahme fertig. 

Crustaceen: Die einfachste Methode, um sich Blut von diesen Tieren 
zu beschaffen, besteht darin, daß man die Beine des Tieres zwischen zwei 
Gelenken mit einer Schere durchschneidet. Das Blut fließt so sauber aus. 
Bei Maja gewann Winterstein (cf. oben) das Blut auch direkt aus dem 
Perikardialsinus. Die Stelle, unter dem dieser liegt, ist auf dem Rücken- 
panzer durch eine seichte Iyraförmige Furche gekennzeichnet. Innerhalb 
derselben bohrt man vorsichtig ein Loch, gerade so groß. um die Einfüh- 
rung einer Kanüle zu gestatten, durch die das Blut angesaugt werden 
kann. Die Öffnung läßt sich durch Wachs wieder verschließen, ohne daß 
eine Schädigung des Tieres nach dieser Manipulation zu befürchten wäre. 
Vgl. daselbst auch über die Gewinnung des Blutes einiger anderer Seetiere, 


c) Aufsammlung von Exkreten und Sekreten. 


Cephalopoden. Den Harn von Oktopoden gewann v. Fürth!) durch 
Katheterisieren von Tieren, denen zuvor die Ureter einige Zeit unter- 
bunden worden waren. Die Tiere wurden auf dem Uexküllschen Halter ge- 
fesselt und der Mantel an der Bauchseite geöffnet, und zwar durch einen 
2—3 cm langen Einschnitt, der etwa 2cm von der Mittellinie und 3cm von 
dem oberen Mantelrande beginnend in der Richtung von innen nach hinten 
außen verläuft. Dadurch legt man die Ureterpapille frei, unterbindet sie 
und schließt die Wunde wieder durch passende Nähte. Dasselbe wiederholt 
man auf der anderen Seite. 

Mayer und Rathery?) haben ein besseres Verfahren angegeben. — 
Man kann einen Octopus, wie man sich im Neapeler Laboratorium aus- 
drückt, leicht „umkrempeln“. Während das Tier mit einem um die Arme 
gewundenen Tuch von einem Gehilfen gehalten wird, zieht man mit 
zwei in den Mantel eingeführten Fingern dessen Rand vom Rumpfe ab 
und durchtrennt mit einem Scherenschnitte die kleine Muskelbrücke 
zwischen Rumpf und Mantel. Jetzt läßt sich der Mantel leicht wie ein 
Handschuh umkrempeln, so daß der ganze Eingeweidesack mit allen Or- 
ganen freigelegt wird. Der Mantel kann in umgekehrtem Sinne wieder um- 
geschlagen werden. Das Tier erträgt die Operation ohne Schädigung. — 
ÖObengenannte Autoren benutzten dieses Verfahren und banden dem um- 
gekrempelten Tiere Kanülen, die mit feinen Kautschukballons (Kondom) 
verschlossen waren, in die Ureter ein, in denen sich dann der Harn an- 
sammelte. 


') O.v. Fürth, Über den Stoffwechsel der Cephalopoden. Zeitschr. f. physiol. Chemie. 
Bd. 31. S. 353—380 (1900). y 
2) A. Mayer et F. Rathery, Etudes sur le corps fungiforme du poulpe. (Octopus 
vulgaris.) Journ. Anatom. et Physiol. Paris. T. 43. p. 25—47 (1907). 
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Das Sekret der großen hinteren Speicheldrüsen läßt sich bei Octo- 
poden , besonders geeignet ist Octopus macropus, aus der Drüse in situ 
gewinnen (Krause!), Hyde®), Henze.°) Man bindet eine Kanüle in den 
gemeinsamen Ausführungsgang der beiden Drüsen ein und reizt denselben 
durch Induktionsschläge. Vgl. die Abbildungen bei Hyde. 

Falloise*) ist es gelungen, eine Kanüle in die Ausführungsgänge des 
Hepatopankreas der Cephalopoden einzubinden und auf diese Weise reinen 
Pankreassaft zu gewinnen. Die Tiere werden von der Dorsalseite aus ge- 
öffnet, der eine der Ausführungsgänge unterbunden und in den anderen 
eine kurze Kanüle befestigt, die einen kleinen Kautschukballon trägt, 
in welchem sich das Sekret ansammelt. Die Wunde wird gut vernäht. 
Octopus vulgaris ertrug die Operation nur 12—24 Stunden. Eledone moschata 
lebte bis zu;5 Tagen. 

Fische. Den Harn von Sceyllium kann man mittelst eines zuerst von 
Herter) angegebenen Apparates auffangen. Fig. 313 zeigt das Tier mit dem 


Fig. 313. 


applizierten Apparat. Dem Tiere wird eine Kanüle in den Sinus urogenitalis 
eingebunden, die durch einen nicht zu kurzen Gummischlauch mit einem 
durch einen Kork auf dem Wasser flottierend erhaltenen Reagenzrohr in 
Verbindung steht. In dem Maße, als sich letzteres mit Harn füllt, entweicht 
die verdrängte Luft durch ein Bunsensches Ventil. Der Apparat wird durch 
einen Stich an die Rückenflosse des Tieres angeheftet und stört die freien 
Bewegungen desselben durchaus nicht. 


!) R. Krause, Bau und Funktion der hinteren Speicheldrüsen der Octopoden. 
Sitzungsber. Akad. Berlin 1897. S. 1085. 

?) J. H. Hyde, Beobachtungen über die Sekretion der sogenannten Speicheldrüsen 
von Octopus macropus. Zeitschr. f. Biol. Bd. 35. N.F. S. 459—477 (1897). 

>) M. Henze, Chemisch-physiologische Studien an den Speicheldrüsen der Cepha- 
lopoden. Zentralbl. f. Physiol. Bd. 19. Nr. 26 (1905). 

*) A. Falloise, Contribution ä la Physiologie comparde de la digestion. La di- 
gestion chez les Cephalopodes. Arch. intern. de Physiol. T. 3. p. 282—305 (1905/06). 

5) E. Herter, Zur Kenntnis des Stoffwechsels der Fische, speziell der Selachier. 
Mitt. aus der Zool. Stat. zu Neapel. Bd. 10. S. 342—354 (1891/93). 
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Burian‘) hat dieses Prinzip der Harnaufsammlung neuerdings auch 
bei den verschiedensten Knochenfischen angewandt und je nach den ana- 
tomischen Verhältnissen speziell geeignete Kanülen und Befestigungsweisen 
erfunden. Eine ausführliche Publikation mit anatomischen Abbildungen ist 
während der Druckleeung erschienen, so dal) auf diese verwiesen werden 
muß. Auch sind daselbst Verbesserungen über die Harngewinnung bei 
Seyllium angegeben. 

Reinen Magensaft von Scyllium hat Weinland?) erhalten. Er führte 
eine Kanüle in den Magen ein, die infolge des anatomischen Baues des 
Magens nicht über denselben hinaus in den Darm gelangen kann und 
heberte den Magen aus. Diese Methode ist weit bequemer als die Anlegung 
einer Fistel. Eine Magenfistel läßt sich nach Weinland gleichfalls anlegen. 


d) Exstirpationen. 

Cephalopoden: An Eledone gelang es das gesamte Hepatopankreas 
zu exstirpieren und die Tiere am Leben zu erhalten. (Nicht publiziert.) 

Fische: An dem so resistenten Scyllium hat zuerst ». Schröder ®) 
Leberexstirpationen vorgenommen, die keinerlei Schwierigkeiten bieten und 
die die Tiere bis zu 3 Tagen ertragen. Vgl. auch Nolf. 

Ebenfalls an Scyllium hat Diamare Pankreasabtragungen und voll- 
ständige Exstirpationen gemacht.) 

e) Physiologische Lösungen. 

Nach den Untersuchungen von F'rederieg, Bottazzi ete. sind die Körper- 
flüssigkeiten (Blut, Hämolymphe) der niederen Meerestiere isotonisch mit 
dem Seewasser, und zwar infolge des anorganischen quantitativ gleichen 
Salzgehalts. Als sogenannte physiologische Kochsalzlösung wendet man 
daher für sie einfach Seewasser an. Bei Selachiern herrscht zwar Isotonie 
zwischen Blut und Seewasser, doch ist der Betrag der anorganischen Salze 
des Blutes geringer als im Seewasser. Das Blut erlangt den erforderlichen 
osmotischen Druck durch die gleichzeitige Anwesenheit von Harnstoff. 
Baglioni®) hat in Anbetracht dieser Erfahrung daher zuerst darauf hin- 
gewiesen, dab für Selachier als physiologische Kochsalzlösung eine Lösung 
zu benutzen sei, die sich zusammensetzt aus 100 cms Leitungswasser 
(Caleiumsalze), 24 NaCl und 29 Harnstoff. Als beste Ersatzflüssigkeit für 
Selachierblut empfiehlt Fühner ®): 


‘) R. Burian, Methoden zum Auffangen von Fischharn. Zeitschr. f. biol. Technik 
und Method. Bd.1. S. 383 (1909). 

?) E. Weinland, Zur Magenverdauung der Haifische. Zeitschr. f. Biolog. Bd. 4 
(1901). N. F. S. 35 und 275. 

®») W. v. Schroeder, Über die Harnstoffbildung der Haifische. Zeitschr. f. physiol. 
Chemie. Bd. 14. S. 576 (1890). 

*) Genaue Beschreibungen und Abbildungen sollen demnächst in den Mitteilungen 
der Zoologischen Station publiziert werden. 

°) $. Baglioni, Die Bedeutung des Harnstoffs bei den Selachiern. Zentralbl. f. 
Physiol. Bd. 19. S. 385 (1905). 

°) H. Fühner, Über eine Speisungsflüssigkeit für Selachierherzen. Zeitschr. f. allg. 
Physiol. Bd. 8. S. 485 (1908). 


1108 M. Henze. 


Natriumbikarbonat . 0'2g 
Caleiumchlorid siee. . 02, 
Kaliumchlorid . . . 01, , pro 1000 dest. Wasser. 
Natriumchlorid. . . 200, 
Harnstort ge: 230, 


Das Blut der Knochenfische wird durch die bekannte Ringerlösung 
ersetzt. 


ANHANG. 
Chemische und physikalische Notizen über Seewasser. 


Die folgenden auf das Seewasser sich beziehenden Angaben und 
Literaturnachweise dürften beim Arbeiten mit Seetieren des öfteren von 
Nutzen sein. Alle Details sind weggelassen, da diese dem Gebiet der Hydro- 
graphie angehören.') Die Angaben beziehen sich fast ausschließlich auf 
den Golf von Neapel resp. auf die Aquarien der dortigen Zoologischen 
Station. 

a) Zusammensetzung des Seewassers: 


Nach Forchhammer (cf. Roth?), dem wir die meisten Untersuchungen 
über die Zusammensetzung der Meerwässer verdanken, hat das Oberflächen- 
wasser der Ozeane (ausgenommen sind die Meere, welche den Charakter von 
Baien des Weltmeeres haben) im Durchschnitt die folgende Zusammensetzung: 

In 1000 Teilen Wasser sind enthalten in Grammen: 

NaCl 26862 
KCl 0'582 
MgCl, 3239 
MgSO, 21196 Chloreehalt 18-999. 
CaSO, 1350 
Rest 0070 
34.299 

Das Wasser des Mittelmeeres hat bekanntlich eine höhere Konzen- 
tration. Die Analyse einer Wasserprobe, die zwischen Sardinien und Neapel 
geschöpft wurde, ergab (Forchhammer): 

NaCl 30292 
KCl 0779 
MsCl, 3240 
MgS0, 2:638 Chlorgehalt 19'999. 
Ga2S0,' 1:605 
Rest 0.080 
38654 
1) Die beste Übersicht auf diesem Gebiet gibt: Handbuch der Ozeanographie von 


0. Krümmel. (Bibliothek geographischer Handbücher.) I. Teil. 1907. 
2) J. Roth, Allgemeine und chemische Geologie. Bd. 1. 
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Der Salzgehalt der Aquarien der Zoologischen Station ist meist noch 
höher, und zwar infolge der fortwährenden Verdunstung, der das zirkulierende 
Wasser ausgesetzt ist. Vgl.auch den Abschnitt: „Spezifisches Gewicht“. Nach 
Vernon') schwankte der Salzgehalt des Wassers der Aquariumbassins zwischen 

42:986g und 439599 pro 1000 cm®.?) 

In der Hydrographie pflegt man den Salzgehalt einfach durch den 
Chlorgehalt (Cl °/,,) anzugeben, indem man die Spur Brom, die sich immer 
im Seewasser findet, als Chlor rechnet. Die Chlorbestimmung läßt sich 
schnell durch Titration mit Silbernitrat ausführen. Mit Hilfe der von 
Knudsen °) abgeleiteten Interpolationsformel berechnet sich aus dem Chlor- 
gehalt der Salzgehalt (S) zu 

S = 0'030 + 18050 . Cl. 

b) Gasgehalt und Absorptionskoeffizienten des See- 

wassers fürdie atmosphärischen Gase: 


Einige Beispiele für den mittleren Gasgehalt des Seewassers finden 
sich in Kapitel I unter „Respiratorischer Gaswechsel“. 

Handelt es sich darum, die theoretisch möglichen Mengen der atmo- 
sphärischen Gase zu berechnen, mit denen sich Seewasser unter ver- 
schiedenen Bedingungen zu sättigen vermag, so liefern hierzu das voll- 
ständigste Material die neuesten Arbeiten von Fox.*) Die auf Grund sehr 
sorgfältiger experimenteller Untersuchungen zusammengestellten Tabellen 
enthalten die Werte der Absorptionskoeffizienten für Sauerstoff und Stick- 
stoff für verschiedene Temperaturen und verschiedenen Salzgehalt unter 
760 mm Druck. In dem zweiten Teil der Arbeit finden sich Tabellen und 
Formeln zur Berechnung des Absorptionskoeffizienten der Kohlensäure, 
der bekanntlich außer von Druck, Temperatur und Salzgehalt auch noch 
abhängig ist von der Alkalinität des Wassers. 

Hat man z. B. in einer Seewasserprobe experimentell bestimmt, wie 
groß ihr Gehalt an OÖ, N und CO, ist, so läßt sich mit Hilfe der Fox- 
schen Tabellen ohne weiteres feststellen. ob die betreffende Probe in be- 
zug auf die drei Gase gesättigt ist. 

c) Die sogenannte „Alkalinität* des Seewassers: 

Torno& >) wies zuerst darauf hin, daß Seewasser auf Indikatoren wie Rosol- 
säure oder Lackmus alkalisch reagiere. Diese Beobachtung stand im Einklang 


!) Vernon, The respiratory exchange of lower marine invertebrates. Journ. of 
Physiol. Vol. 19. p. 18—70 (1896). 

?) Diese Zahlen dürften jedoch nicht ganz richtig sein, da sie nicht nach einer 
einwandsfreien Methode bestimmt wurden. 

») Eine tabellarische Zusammenstellung der Beziehungen zwischen Konzentration, 
Chlorgehalt ete. findet man in M. Knudsen, Hydrographische Tabellen (Kopenhagen 
und Hamburg 1901). 

4) Chas. J. J. Fox, On the coefficients of absorption of the atmospherie gases in 
distilled water and sea water. Part I: Nitrogen and oxygen. Public. de circonstance. 
Nr. 41 (1907). Part II: Carbonie acid. Ibid. Nr. 44 (1909). 

5) H. Tornoö, On the carbonie acid in the sea water. The Norwegian North-Atlantic 
Expedition 1876—78. Chemistry. Vol. 2. 
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mit der folgenden Tatsache: Bei der exakten Analyse der Mineralbestandteile 
des Seewassers zeigt sich, daß die Basen (Na, K, Ca, Mg) gegenüber den 
Mineralsäuren (HCl, H, SO,) im Überschuß auftreten. Dieses Plus an 
Basen ist an Kohlensäure gebunden. Nun reicht die gesamte im See- 
wasser vorhandene Kohlensäure nicht aus, um diesen Basenüberschuß 
völlig in Bikarbonat zu verwandeln, während andrerseits der Betrag der 
Kohlensäure größer ist, um alles Alkali als neutrales Karbonat abzusättigen.!) 
Wahrscheinlich ist die Kohlensäure an Calcium und zum geringeren Teil 
an Magnesium gebunden, mit denen sie wechselnde Mengen von neutralen 
und sauren Karbonaten bildet. ?) 

Unter „Alkalinität“ des Seewassers versteht man nun nach Überein- 
kunft das obengenannte Alkaliplus, ausgedrückt in Gramm oder Kubikzen- 
timeter CO, pro Liter. 3) 

Bestimmung der „Alkalinität“ des Seewassers: Torno@*) kocht ein 
bestimmtes Quantum Seewasser unter Ansäuerung mit einer gemessenen, 
überschüssigen Menge titrierter Schwefelsäure aus, und zwar unter Durch- 
leitung eines kohlensäurefreien Luftstromes, wobei die Gesamtkohlensäure 
bestimmt wird. (Vgl. Bestimmung der Gesamtkohlensäure, S. 1074.) In 
der ausgekochten Wasserprobe wird der Überschuß der Schwefelsäure zu- 
rücktitriert. Die tatsächlich verbrauchte Menge Schwefelsäure, umgerechnet 
auf Kubikzentimeter oder Milligramm Kohlensäure, gibt die Alkalinität. 

Die durch Titration in der ausgekochten Wasserprobe bestimmte 
Kohlensäure stellt diejenige Menge dar, die sich mit dem vorhandenen 
Alkaliplus zu neutralen Karbonaten verbinden würde. Subtrahiert man diese 
Menge von der Gesamtkohlensäure, so erhält man als Differenz diejenige 
Kohlensäuremenge, welche zur Bildung von saurem Karbonat bean- 
sprucht wird. 

d) Die Reaktion des Seewassers: 


Die Reaktion des Seewassers wurde, wie im vorhergehenden Abschnitt 
erwähnt wurde, bis vor kurzem allgemein für alkalisch erklärt, indem 
man sich auf die Prüfung mit gewissen Indikatoren berief. Neue Er- 
fahrungen haben jedoch gelehrt, daß die Reaktion einer Flüssigkeit, deren 
Reaktion nahe am Neutralitätspunkte gelegen ist, sich nicht ohne weiteres 


!) An gewissen lokalen Punkten des Ozeans können unter Umständen Aus- 
nahmen von dieser Regel beobachtet werden. 

?) Diese ältere Anschauung über die Bindungsweise der Kohlensäuren entspricht 
nicht mehr den heutigen Tatsachen der physikalischen Chemie. Eine ausführliche Dar- 
legung der Verhältnisse, die hier zu weit führen würde, findet sich in der Arbeit 
von Fox |Chas. J.J. Fox, On the coefficients of absorption of the atmospherie gases 
in distilled water and sea water. Part II. Carbonie acid. Public. de circonstance. 
Nr. 44 (1909)]. 

3) Nebenbei erwähnt wäre es nach Fox richtiger, die Alkalinität nicht in Kubik- 
zentimeter oder Gramm Kohlensäure anzugeben, sondern in Gramm OH°/,, entsprechend 
dem Brauch der Hydrographen, den Salzgehalt in Gramm C1°/,, auszudrücken. 

*) HA. Tornoö, On the carbonie acid in the sea water. The Nowegian North-Atlantie 
Expedition 1876—78. Chemistry. Vol. 2. 
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' mit Hilfe eines Indikators feststellen läßt. Bestimmt wird die Reaktion 
allein durch die Größe des H- oder OH-Ionengehaltes. Untersuchungen des 
Seewassers mittelst der Gaskette haben nun, und darauf hat Loeb!) zuerst 
hingewiesen, gezeigt, daß demselben eine nahezu neutrale Reaktion zukommt. 

Zu dem gleichen Resultat kamen Friedenthal?) und Fox.®) Die 
Konzentration der OH-Ionen liegt nach Fox (Messung mit der Gaskette) 
zwischen 1 x 10 =” bis 1x 10%. 

Das Seewasser verhält sich demnach in bezug auf seine Reaktion 
wie das Blutserum der Wirbeltiere, mit dem es andererseits auch die große 
Unempfindlichkeit gegen kleinere Reaktionsverschiebungen gemeinsam hat. 

Mit recht großer Genauigkeit läßt sich in kurzer ZSit die Ionenkon- 
zentration des Seewassers mit Hilfe der von Friedenthal und Salm auf- 
gestellten Indikatorenreihe ermitteln. Einige Angaben vgl. bei Bethe.*) 

e) Spezifisches Gewicht: 

Über das spezifische Gewicht des Wassers aus dem Golf von Neapel 
geben eine Reihe von Beobachtungen von Vernon®) Aufschluß. Die Dichte 
bewegt sich in den Grenzen von 

1'02795 bis 1'02890 (korrig. auf 1556 nach Dittmar). 

Die im Aquarium vorgenommenen Bestimmungen dagegen schwankten 
zwischen 102859 und 102964. 

Es entspricht dieser Unterschied zwischen Golf und Aquarium nach 
Vernon einem osmotischen Druck von 180 mm Hg. Besonders anschaulich 
kommt diese Differenz bei folgender Umrechnung zum Ausdruck. Es 
müßten nämlich nicht weniger als 10 Liter destilliertes Wasser zu 1 m3 
Aquariumseewasser gegeben werden, um dieses auf das spezifische Gewicht 
des normalen Seewassers zu bringen. 

Weitere Angaben cf. auch bei Bethe.®) 

J) Gefrierpunkt des Seewassers: 


Gefrierpunktsbestimmungen des Mittelmeerwassers aus dem offenen 
Meere sind nicht bekannt. 

Für das Wasser der Aquarien der Zoologischen Station (Neapel) sind 
viele Bestimmungen infolge der Arbeiten von Frederieg und von Bottazzi 


') J. Loeb, Über die Reaktion des Seewassers und die Rolle der Hydroxylionen 
bei der Befruchtung der Seeigeleier. Pflügers Arch. Bd. 99. S. 637. 

2) H. Friedenthal, Über die Reaktion des Blutserums der Wirbeltiere und die 
Reaktion der lebendigen Substanz im allgemeinen. Zeitschr. f. allg. Physiol. Bd. 4. 
S. 44 (1904). 

3) Chas. J. J. Fox, On the coeffiecients of absorption of the atmospherie gases in 
distilled water and sea water. Part I: Nitrogen and oxygen. Public. de eirconstance. 
Nr. 41 (1907). Part II: Carbonie acid. ibid. Nr. 44 (1909). 

4) A. Bethe, Die Bedeutung der Elektrolyten für die rhythmischen Bewegungen 
der Medusen. II. Teil. Pfügers Arch. Bd. 127. S. 219—274 (1909). 

5) Vernon, The respiratory exchange of lower marine invertebrates. Journ. of 
Physiol. Vol. 19. p. 18—70 (1908). 

6) A. Bethe, Die Bedeutung der Elektrolyten für die rhythmischen Bewegungen 
der Medusen. I. Teil. Pflügers Arch. Bd. 124. S. 541—577 (1908). 
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über die Beziehungen zwischen dem osmotischen Druck der Körperflüssig- 
keiten der marinen Tiere und dem umgebenden Seewasser ausgeführt worden. 
Nach Bottazzi!) beträgt für das Wasser der Aquarien 
A = 2:269° und 2279° (2. Juni 1905). 
Kleine Variationen sind natürlich vorhanden, genau so wie sie im 
Salzgehalt und dem spezifischen Gewicht zum Ausdruck kommen. 


9) Elektrische Leitfähigkeit: 
Über die Beziehungen zwischen elektrischer Leitfähigkeit und Salz- 
konzentration des Seewassers existiert eine Publikation von E. Ruppin.?) 
Bottazzi!) ‚hestimmte die Leitfähigkeit des Wassers der Aquarien 
(Zoologische Station) schwankend je nach der Jahreszeit zu 
e= 544 x 107* b1s:590:X 10° bei 219%. 
h) Temperatur des Seewassers: 


Es soll hier lediglich eine Notiz über die in Neapel beobachteten Tem- 
peraturen Platz finden. Das Wasser unmittelbar an der Oberfläche des 
(Golfes zeigt eine ungefähre Jahresschwankung zwischen 13° im Januar und 
26° im August, Beobachtungen von Lo Bianco. 

Im Aquarium liegt das Temperaturminimum und -Maximum dagegen 
zwischen 9° im Januar und 23°4° im August (cf. auch Vernon >). 


t) Künstliches Seewasser: 


Kommt man in die Lage, künstliches Seewasser anwenden zu müssen, 
so sind zufolge der Literatur bisher nachstehende Vorschriften gegeben 
worden: 

Herbst*) verwendet, speziell für entwicklungsmechanische Fragen in 
letzter Zeit, ein nach folgenden Verhältnissen zusammengesetztes Wasser. 
In 100 em3 destilliertem Wasser werden gelöst: 


Nallt.. u SEEN E 

KO ee NER 
M&S0, 2.2 MER EN I Re 
GaChr ER ale 


Dieser Lösung wird 1 cm® einer 4'948°/,igen NaH CO,-Lösung zu- 
gesetzt. 

Nach Forchhammers und den neuen Arbeiten van’t Hoffs ist das gegen- 
seitige Verhältnis der im Seewasser gelösten Salze für alle Meere ein kon- 
stantes; nur die Caleiumsalze nehmen eine Ausnahmestellung ein. Fußend 


!) F. Bottazzi, Sulla regolazione della pressione osmotica negli organismi animali. 
Arch. di Fisiol. Bd. 3. S. 422 (1905). 

’) E. Ruppin, Bestimmung der elektrischen Leitfähigkeit des Meerwassers etc. 
Wissensch. Meeresunters. Abtlg. Kiel. Bd. 9. Neue Folge. S. 177 (1909). 

®) Vernon, The respiratory exchange of lower marine intervertebrates. Journ. of 
Physiol. Bd. 19. S. 18—70 (1896). 

‘) ©. Herbst, Über die zur Entwicklung der Seeigellarven notwendigen anorgani- 
schen Stoffe, ihre Rolle und ihre Vertretbarkeit. Arch. für Entw.-Mechan. Bd. 17. S. 306 
(1903/04). 
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auf dieser Tatsache benutzt Loeb!) die Salze in der folgenden Molekular- 
konzentration: 
100 NaCl, 22 KCl, 78 MgCl,, 38 MgSO.. 
Hierzu fügt Loeb 1—2 Mol. CaCl,. Die Lösung wird soweit verdünnt, 
bis ihr spezifisches Gewicht mit dem des Seewassers korresponliert, aus 
dem die Tiere stammen. Außerdem fügt er bei Entwicklungs- oder Re- 


7 


3 ® F B) E . 
generationsversuchen pro 100 cm® der Lösung ca. 1 cm? einer zm NaH 00,- 


Lösung zu.?) 

Letzthin hat sich Bethe®) mit der Herstellung eines dem natürlichen 
Seewasser physiologisch gleichwertigen künstlichen Seewassers beschäftigt. 
Nach Ansicht Bethes soll die Hauptbedingung für ein solches künstliches 
Wasser die sein, daß dasselbe annähernd mit Caleiumkarbonat gesättigt 
ist. Andere Calciumsalze, z.B. CaSO, oder CaCl,, sollen angeblich das 
Karbonat nicht ersetzen können. 

Am besten bereitet man sich von jedem einzelnen Salz eine Lösung 
von 1 Gramm-Mol. im Liter (Normallösung) und mischt diese im Ver- 
hältnis der nebenstehenden Tabelle, indem man die Chloride titriert, die 
Sulfate eventuell durch eine Schwefelsäurebestimmung kontrolliert. 


Salz a b ce d 
NaCl meh 2:7 ae 58:5 518 100'0 
1 C) ee ITS, 745 10 20 
AB SEE: .... 953 34 66 
WEN: laut, 2.2 1204 2:2 42 
RB... 5 35605 136°2 12, 23 


In dieser Tabelle bedeuten: 

a) Verhältnis der Salze nach Forchhammer in Gramm pro Liter 
(Mittelmeer). 

b) Molekulargewichte derselben. 

c) Anzahl der Kubikzentimeter Normallösung, welche zusammenge- 
mischt und dann mit destilliertem Wasser auf 100 cm® verdünnt werden 
müssen, um 100 cm® künstliches Seewasser von der unter a) gegebenen 
Zusammensetzung zu erhalten. 

d) Alle Verhältnisse auf NaCl=100 bezogen. 

NB. Da von CaSO, sich keine Normallösung darstellen läßt, setzt 
man dieses abgewogen in Substanz zu. Einfacher benutzt man CaÜl, an 
Stelle von CaSO,, wobei die Anzahl der Kubikzentimeter dieselbe wie die 
für CaSO, unter a) und d) angegebene bleibt. 


t) J. Loeb, On the relative toxieity of distilled water, sugar solutions and solu- 
tions of the various constituents of the sea water for marine animals. University of Cali- 
fornia Publ. (Physiolog.) Vol.1. p. 59. 

2) Vgl. auch Abschnitt XIV der Deutschen Ausgabe seines Buches: J. Loeb, Unter- 
suchungen über künstliche Parthenogenese. Leipzig, Ambrosius Barth (1906). 

») A. Bethe, Die Bedeutung der Elektrolyten für die rhythmischen Bewegungen 
der Medusen. I. Teil. Pflügers Archiv. Bd. 124. S. 541—577 (1908). 


B. Methodik des Energiestoffwechsels. 


Von J. E. Johansson, Stockholm. 


I. Stoff- und Energieumsatz. 


Man scheidet zwischen dem allgemeinen und dem intermediären 
Stoffwechsel. Zum letzteren rechnet man die chemischen Vorgänge in 
den verschiedenen Organen, die einzelnen Stufen der Umsetzungen im 
Körper. Der allgemeine Stoffwechsel bezieht sich auf den Körper als ein 
Ganzes und stellt also die Summe der intermediären Stoffwechselprozesse 
dar. Im folgenden werden wir hauptsächlich die Untersuchungsmethoden 
des allgemeinen Stoffwechsels berücksichtigen. 

Diese Untersuchungen zielen zunächst darauf ab, teils die Größe des 
Stoff- und Energieumsatzes pro Tag, Stunde oder Minute zu bestimmen, 
teils die Zu- oder Abnahme der verschiedenen Vorräte im Körper 
zu ermitteln. (Bilanzversuche.) 


1. Die Komponenten des Stoffwechsels. 


Die Körperbestandteile, welche bei dem allgemeinen Stoffwechsel in 
Betracht kommen, gehören der Gruppe der Eiweißkörper, der Fette, der 
Kohlehydrate und der mineralischen Bestandteile (Asche) an. Die Nahrungs- 
stoffe lassen sich im großen und ganzen auf dieselben Gruppen verteilen. 
Es handelt sich also bei den Bilanzversuchen darum, den Gewinn oder den 
Verlust des Körpers in bezug auf jene Gruppen von Stoffen zu ermitteln, 
d.h. die positiven oder negativen Eiweiß-, Fett-, Kohlehydrat- und 
Aschenbilanzen abzuleiten. 

Der Stoffverbrauch und der entsprechende Energieumsatz wird ge- 
wöhnlich auf die drei Komponenten Eiweiß-, Fett- und Kohlehydrat- 
umsatz verteilt. Diese Verteilung ist, wie die eben erwähnte Bilanz- 
berechnung, als ein Annäherungsverfahren zu betrachten, welches man zur 
Vereinfachung der Berechnung einführt. Die einzelnen Umsetzungen im 
Körper sind größtenteils unbekannt. Nur die Endprodukte sind der 
Beobachtung zugänglich. Aus diesen Endprodukten kann man ein aus 
Eiweiß, Fett und Kohlehydrate zusammengesetztes Material rechnerisch 
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rekonstruieren, welches der umgesetzten Nahrung oder dem umgesetzten 
Körpermaterial entspricht. 

Zu diesem Zwecke muß man eine gewisse durchschnittliche Zu- 
sammensetzung der betreffenden Substanzen annehmen. Für das Körper- 
eiweiß nimmt man gewöhnlich entfettetes Rindfleisch als Repräsentant an, 
welches außer Eiweiß auch Extraktivstoffe enthält. Für die Fette wird 
die mittlere Zusammensetzung des tierischen oder des menschlichen Fettes 
angenommen und für die Kohlehydrate diejenige der Stärke oder des 
Glykogens. Wir führen hier diejenigen Zahlen an, welche von verschiedenen 
Forschern bei den Berechnungen des Stoffwechsels benutzt werden. Die 
Zahlen beziehen sich auf aschefreie Substanz. Zugleich ist die entsprechende 
Verbrennungswärme ebenfalls pro Gramm aschefreie Substanz nebst dem 
Aschengehalt der Trockensubstanz angegeben. 


05 H N {6} Ss Kal. Asche 
Rindfleisch (entfett.) .5340 804 16:30 22:19 5656 55  Rubner!) 

= Br. 152.02 730216556 24:32 5641 5:32 Stohmann ') 

2 2 ee el lH, 24:22 — 52  Argutinski') 

ii ......5254 714 1667 2312 052 5678 538° Köhler“) 

Rt as. ir aD +73 er 2325 5575 49 Frenzel?) 
Muskeleiweiß (extr.-frei) 547 67 166 220 5778 0:42 Rubner®) 
Körpereiweiß ...... .5280 700 1667 22:00 153 565 —  Benedict*) 
Nahrungseiweiß ... . .53 7 16 23 1 5.65 — . Atwater®) 
Better)... .-. . 7654 12:01 — 1145 — 946 —  Zuntz®) 

» (mienschl) . . . . 7608 1180 — 1212 ° — 954 —  Benediect*) 
Glykogen, Stärke ... .4444 617 _ 49338 — 418 —  Zuntz®) 


2. Physiologische Verbrennungswerte. 


Der Zusammenhang zwischen Stoff- und Energieumsatz wird durch 
die physiologischen Verbrennungswerte angegeben. Jedem Umsatze 
entspricht eine gewisse Wärmeentwicklung, welche nach dem Gesetze von 
Hej nur von dem Anfangs- und dem Endstadium abhängt. Für Fette und 
Kohlehydrate kann man eine vollständige Oxydation im Körper annehmen. 
Die physiologischen Verbrennungswerte dieser Substanzen sind also die- 
selben wie die bei direkter kalorimetrischer Bestimmung erhaltenen Werte. 
Die Endprodukte der Eiweißzersetzung sind nicht vollständig oxydiert und 


') Zit. nach Köhler, Beiträge zur Kenntnis der elementaren Zusammensetzung 
und Verbrennungswärme der Muskelsubstanz verschiedener Tiere. Zeitschr. f. physiol. 
Chemie. Bd. 31. S. 500 (1901). 

?) Frentzel und Schreuer, Verbrennungswärme und physiologischer Nutzwert der 
Nährstoffe. III. Abhandlung: Der Nutzwert des Fleisches. Arch. f. (Anat. u.) Physiol. 
5.282. Jg. 1902. Die Angaben beziehen sich auf Versuch II. S. 319. 

®) Rubner, Kalorimetrische Untersuchungen. Zeitschr. f. Biol. Bd. 21. S. 297 (1885). 

*) Benedict, The influence of inanition on metabolism. p. 37, 50 (1907). 

5) Atwater und Benedicet, Metabolism of matter and energy in the human body. 
U. S. Dept. Agr., Office of Experiment Stations Buls. Nr. 136. p. 169 (1900—1902). 

6) Zuntz, Über den Stoffverbrauch des Hundes bei Muskelarbeit. Arch. f. ges. 
Physiol. Bd. 68. S. 201, 203 (1897); vgl. E. Pflüger, Über Fleisch- und Fettmästung. 
Arch. f. ges. Physiol. Bd. 52. S. 78 (1892). 
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der kalorimetrisch bestimmte Verbrennungswert des Eiweißes muß also 
um den Energieinhalt jener Produkte vermindert werden, um den physio- 
logischen Nutzwert des umgesetzten Eiweißes zu erhalten. Bei den Be- 
rechnungen werden die folgenden Durchschnittszahlen, Kalorien pro 
Gramm Substanz, benutzt: 


Eiweiß Fett Kohlehydrate 
41 93 41 Rubner'') 
42 94 415 Tigerstedt?). 


Jene Zahlen beziehen sich eigentlich auf die Hauptbestandteile der 
gewöhnlichen Nahrungsmittel und sind also von der Zusammensetzung der 
betreffenden Kost abhängig. Sie werden aber auch benutzt, um den Energie- 
inhalt des Kotes und denjenigen des umgesetzten Körpermateriales zu 
berechnen. Die Anwendbarkeit dieser Standardzahlen wird dadurch bewiesen, 
daß man mittelst derselben bei der Berechnung des Energieumsatzes im 
Körper Resultate erhält, welche mit den direkten Beobachtungen der im 
Körper entwickelten Wärmemenge übereinstimmen. Solche Versuche wurden 
von Rubner :) 1894 ausgeführt. Später hat Tigerstedt?) die Rubnerschen 
Standardzahlen etwas erhöht und die Zuverlässigkeit dieser Werte durch 
eine Berechnung des umfangreichen Materiales, welches die Versuche der 
amerikanischen Forscher Atwater und Denedict*) ergeben haben, geprüft. 

Wenn man, wie Atwater und Benedict, die Verbrennungswärme der 
Kost und diejenige des Kotes und des Harnes in jedem Falle direkt 
bestimmt, braucht man nur mit den physikalischen Verbrennungs- 
werten der Körpersubstanzen zu rechnen. Die genannten Forscher haben 
für die Körpersubstanzen folgende Durchschnittswerte berechnet: 


Biweaß’. „We... With Kal, 

Bett (Gef) x, u... 2... 
» (menschl.) .. =... 9:34.78 

Kohlehydrate . - .. 419%, 


3. Schema des Stoffwechsels. 


Den Umsatz oder Stoffverbrauch im Körper kann man in energetischer 
Beziehung auf zwei Kategorien verteilen. In den Geweben findet stetig 
eine Zersetzung statt, die man mit dem Ausdrucke die Verbrennung 
im Körper bezeichnet hat. Die potentielle Energie des zerfallenden 
Materiales wird in Wärme und äußere Arbeit übergeführt. Die aus- 
geschiedenen Zerfallsprodukte, Kohlensäure, Wasser und die organischen 
Bestandteile des Harnes, stellen die eigentlichen Endprodukte des 
Stoffwechsels, die „Verbrennungsprodukte“ dar. 

Eine andere Art Substanzverlust erleidet der Körper durch die Reste 
der Verdauungssäfte und andere Absonderungsprodukte im Kote, durch 


!) Rubner, a. a.0. S.370 (1885). 

?) Tigerstedt, Nagels Handbuch. Bd.1. S.370 (1906). 

®) Rubner, Die Quelle der tierischen Wärme. Zeitschr. f. Biol. Bd. 30. S. 73 (1894). 

*) Atwater und Benediet, U.S. Dept. Agr., Office of Experiment Stations Buls. 
Nr. 63, 69, 109. 
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die Milchabsonderung, durch Schleim, Menstrualblut, Sperma, abgestoßene 
Epithelzellen, Haarausfall usw. Jene Ausgaben, welche Stoffe enthalten, die 
in bezug auf Zusammensetzung und Verbrennungswärme von den eigent- 
lichen Endprodukten des Stoffwechsels erheblich abweichen und den Sub- 
stanzen des Körpermateriales näher stehen, stellen zwar einen Verlust 
an potentieller Energie dar, entsprechen aber nicht, wie die Verbrennungs- 
produkte, einer Umsetzung von potentieller Energie in aktuelle. Beim 
Bilanzaufstellen können wir diesen Posten als „Substanzverlust ohne 
Verbrennung“ oder einfach „Substanzverlust“ bezeichnen. 

Es werden außerdem vom Körper Substanzen abgegeben, die sich am 
Stoffwechsel nicht beteiligt haben: die unresorbierten Reste der Nahrung im 
Kote, diejenigen Stoffe, welche aus dem Darme zwar aufgenommen worden 
sind, aber in unveränderter Form in den Exkreten wiedergefunden werden. 
Diese Stoffe können einfach als „Abfall“ von der Zufuhr abgezogen werden. 

Wir können somit den Stoffwechsel durch die folgende Bilanz- 
aufstellung wiedergeben. Für jeden Posten werden teils die Substanzgruppen 


Eiweiß, Fett, Kohlehydrate, teils der entsprechende Energieinhalt verzeichnet. 
Eiweiß Fett Kohlehydrat Energie 
Gramm Gramm Gramm Kalorien 
Zufuhr, brutto, Nahrung .. . . . . . . (Eiw.)ron (Fett)ren (Kh.)roh |(Kal.)roh 
Abfall, Nahrungsreste im Kote. . . . . . (Eiw.)apr. (Fett)ape. (Kh.)apr. |(Kal.)apr. 
Zufuhr, netto . . (Eiw.)rein (Fett)rein (Kh.)rein |(Kal.)rein 
Verbrennung: Aus Endprodukten 
des Stoffwechsels abgeleitet . . (Eiw.)zerf. (Fett)Zerf. (Kh.)zerf. |(Kal.) 
Umsatz! Substanzverlust ohne Verbrennung: 
Reste der Verdauungssäfte, Milch, 
Schleim ete.. .. .... . . (Eiw.)Verl. (Fett)veri. (Kh.)verı. [(Kal.)verl. 
Bilanz des Körpermateriales . . (Eiw.)giı. (Fett)giı. (Kh.)eiı. I(Kal.)pin. 
Aus praktischen Gründen rechnet man meistens die Werte der 
Verdauungssäfte im Kote als „Abfall“ zusammen mit dem Rückstande der 
Kost (siehe unten). Das obige Schema wird außerdem dadurch vereinfacht, 
daß der Posten „Substanzverlust ohne Verbrennung“ in den meisten Fällen 
vernachlässigt werden kann. Die Milchabsonderung kommt nur bei besonderen 
Versuchen in Betracht. Der Substanzverlust durch Schleim, Epidermis- 
schuppen etc. tritt gegen denjenigen durch die „Verbrennung“ ganz zurück. 
Es muß darauf aufmerksam gemacht werden, daß, wenn man den 
Energieinhalt des Eiweißes nach dem kalorimetrischen Verbrennungswerte 
rechnet, die Verbrennungswärme des Harnes von dem berechneten Energie- 
betrage des Postens „Verbrennung“ abgezogen werden muß, damit man die 
tatsächliche Wärmeentwicklung im Körper erhält. 
Wenn man den direkt bestimmten Energieinhalt der Kost bzw. 
denjenigen des Kotes und des Harnes in die Rechnung einführt, so wird 
die Energiebilanz des Körpers folgendermaßen aufgestellt: 


Frtulue. brutto. o.4...: .: 2 a Be (Kal.)Kost 
ee ee ago 1 (Kal.)tarn 
Knkahr.“netto-- u... (Kal.)netto 


Wärme und äußere Arbeit . . A Kos ; (Kal.) 
Bilanz des Energievorrates.. . (Kal.)Biı. 
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4. Die einzelnen Posten im Stoffwechsel. 


A. Die Nahrung wird entweder in Form von chemischen Sub- 
stanzen von bekannter Zusammensetzung, z. B. bestimmten Eiweißkörpern, 
Zuckerarten usw., zugeführt oder als eine gemischte Kost, welche aus 
den gewöhnlichen Nahrungsmitteln besteht. Im letzteren Falle kann man 
die einzelnen Substanzen meistens nicht bestimmen. Man begnügt sich 
damit, sie folgendermaßen auf die oben genannten Hauptgruppen zu ver- 
teilen. Man bestimmt den Stickstoff (N), den Ätherextrakt, die 
Trockensubstanz und die Asche und berechnet dann 


a) als Eiweiß: das Produkt 625 x (N), indem man annimmt, daß die 
ganze Stickstoffmenge aus Eiweißkörpern stammt, und zwar mit einem 
durchschnittlichen Stickstoffgehalt von 16°), ; 

b) als Fett: den Ätherextrakt; 

c) als Kohlehydrat die Differenz: Trockensubstanz — {Eiweiß + Fett + 
Asche!. 

Nachdem die Zufuhr auf die drei Gruppen von Nahrungsstoffen ver- 
teilt worden ist, berechnet man mittelst der oben angeführten Koeffizienten 
den Verbrennungswert der Kost. Meistens bedient man sich der 
Rubnerschen Standardzahlen oder man berechnet Durchschnittszahlen für 
die betreffende Untersuchung. 

Bei dieser Berechnung verfährt man in folgender Weise: Man bestimmt 
den prozentuellen Anteil der betreffenden Nahrungsmittel in der Eiweiß- 
bzw. Fett- und Kohlehydratzufuhr (A). Aus den von Stohmann, Berthelot, 
Rubner und anderen ausgeführten Bestimmungen der Verbrennungswärme 
verschiedener Eiweißkörper, Fettarten und Kohlehydrate entnimmt man 
diejenigen Werte (B), welche sich auf die in den betreffenden Nahrungs- 
mitteln vorhandenen Nahrungsstoffe beziehen. Betreffs der Eiweißkörper 
wird die Verbrennungswärme auf einen durchschnittlichen Stickstoffgehalt 
von 16°/, umgerechnet. Die Berechnung wird» dann nach dem folgenden 
Schema ausgeführt: 

Nahrungsstoff Nahrungsmittel A B AXB 


IBnwerße Bileisch, Rısche lee ee u _ — 
Molkereiprodukter „20, rm ne -- 2 —_ 


Summe. . u == — 
Durchschnittlicher Verbrennungswert . . . _ 


Fett: Fleisch, Speck etc. 


Summe. . 100 - — = 
Durchschnittlicher Verbrennungswert . . . — 


Kohlehydrate. -Molkereiprodukte. -. .. . » . u na 2. — — — 
Getreide, , 5... =. 004.% 33 br she — u — 


Summe. . 1007 = = 
Durchschnittlicher Verbrennungswert . . . E= 


Y 


ji 
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Wir führen hier einige Durchschnittszahlen, welche in dieser Weise 
berechnet worden sind, an. 


Verbrennungswert 

Eiweiß Fett Kohlehydrate 
Atwater‘), Vereinigte Staaten . . -. -». .....567 940 4:12 
Sundström®), Finnland . . . : ». 2... 2.22..565 939 415 


Die oben angeführte Verteilung der Nahrungszufuhr schließt mehrere 
willkürliche Momente ein und läßt sich nicht bei den genaueren Bilanz- 
berechnungen anwenden. In solchen Fällen muß man die Nahrungsmittel einer 
vollständigen Elementaranalyse unterwerfen. Die Zufuhr wird auf die 
einzelnen Grundstoffe verteilt. Der Energieinhalt der Kost wird 
mittelst Verbrennungin der kalorimetrischen Bombe direkt bestimmt. 

B. Als Abfall werden in erster Linie die unresorbierten Nahrungs- 
reste im Kote gerechnet. Wenn man Substanzen zuführt, welche in unver- 
änderter Form in den Harn übergehen, z. B. Zucker in größeren Dosen, so 
werden die ausgeschiedenen Mengen meistens auch im Posten „Abfall“ mit- 
gerechnet und somit beim Bilanzaufstellen direkt von der Zufuhr abgezogen. 

Der Kot wird in derselben Weise wie die Nahrung auf den Gehalt 
an Stickstoff, Ätherextrakt, Trockensubstanz und Asche untersucht. Bei 
genaueren Versuchen führt man außerdem eine vollständige Elementar- 
analyse aus und bestimmt direkt die Verbrennungswärme. 

In bezug auf die tägliche Kotabgabe bei Menschen können wir 
die folgenden Angaben anführen: 


N © Energie 
Gramm/Tag Gramm/Tag Kalorien /Tag 
bei gemischter Kost)... .. .16 12°9 144 
BessHungern®): 2... ..122 3e1018 1:08 — 


Da die C-Menge im Kote sehr gering ist, kann es unter Umständen 
genügen, sie aus dem N zu berechnen. Nach den Untersuchungen 
von Atwater und Benedict5) schwankt . im Kote bei gemischter Kost 
zwischen 6°'8 und 13°5 und beträgt im Mittel 92. 

Gegen das Verfahren, den ganzen Kot als „Abfall“ zu rechnen, hat 
man den Einwand erhoben, daß derselbe wenigstens bei gewöhnlicher 
Nahrung zum großen Teil dem Körper selbst entstammt. Wie oben er- 
wähnt, sollte man eigentlich diesen Teil zu den „Substanzverlusten“ rechnen. 
Es ist aber meistens unmöglich, die Reste der Verdauungssäfte 
von dem Rückstand der Kost zu scheiden. Nur unter besonderen 


1) Atwater, Report of the Storrs Agricult. Experim. Station for 1899. p. 98. 

2) Sigfrid Sundström, Untersuchungen über die Ernährung der Landbevölkerung 
in Finnland. Bidrag till kännedom af Finlands natur och folk. Utgifven af Finska 
Vetenskaps-Soecieteten. Heft 67. Nr. 1 (1908). 

®) Atwater und Benedict, a. a. Ö. Bull. Nr. 136. p. 122. 

4) Johansson, Landergren, Sonden und Tigerstedt, Beiträge zur Kenntnis des 
Stoffwechsels beim hungernden Menschen. Skand. Arch. f. Physiol. Bd. 7. S. 86 (1897). 

5) Atwater und Benedict, a. a. 0. Bull. Nr. 136. p. 207. 


Abderhalden, Handbuch der biochemischen Arbeitsmethoden. III. 71 
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Verhältnissen, bei Hunger und bei reiner Fleischnahrung, kann man einen 
Kot erhalten, welcher als reines Stoffwechselprodukt betrachtet werden kann. 

Da der Kotstickstoff von vielen Verfassern mit dem Harnstickstoff 
zusammen aufgeführt wird, ist es notwendig, die Frage von den Endpro- 
dukten der Eiweißverbrennung etwas näher zu erörtern. 

Nach den Untersuchungen von Frentzel und Schreuer‘) an Hunden 
enthält die Trockensubstanz des „Fleischkotes“ 87°/, N, 12'6°/, Ätherextrakt 
und 20'7°/, Asche. Der Ätherextrakt — „Kotfett“ — ist zwar kein Fett, 
hat aber annähernd dieselbe Zusammensetzung und Verbrennungswärme. 
Die fett- und aschefreie Substanz im Kote enthält 53°/, C, 7°/, H, 13%, N, 
27°/, ©. Ihre Verbrennungswärme beträgt 45‘4 Kal. pro Gramm N, 
also etwas mehr als das fett- und aschefreie Rindfleisch, welches man als 
Repräsentant des Körpereiweißes annimmt, dessen Verbrennungswärme etwa 
34 Kal. pro Gramm N beträgt. Weder das „Kotfett“ noch die stickstoff- 
haltige Substanz des Kotes können somit als Verbrennungsprodukte be- 
trachtet werden. Ohne größere Fehler können dieselben mit dem unresor- 
bierten Nahrungsreste als „Abfall“ zusammengerechnet werden, was die 
Rechnung im hohen Grade vereinfacht und bei den meisten Versuchen 
mit gemischter Kost das einzig mögliche ist. 

Für die Berechnung der Bilanzen des Körpermateriales ist es 
offenbar einerlei, ob man die betreffenden Substanzen als „Abfall“ oder 
als „Stoffwechselprodukte* von dem Einkommen des Körpers abzieht. Für 
die Berechnung des Energieumsatzes im Körper ist es ebenfalls gleich- 
gültig, vorausgesetzt, daß man den Energieinhalt jener Substanzen richtig 
schätzt. Wenn man für das Eiweiß in der Nahrung und die stickstoff- 
haltige Substanz im Kote den gleichen Verbrennungswert, etwa 34 Kal. pro 
Gamm N, annimmt, wird ein Energieverlust von (45—34=) 11 Kal. pro 
Gramm dem Körper entstammenden Kotstickstoffs vernachlässigt. Da die 
ganze Stickstoffmenge im Kote bei Menschen nur 1—2 g pro Tag beträgt, ist 
der betreffende Fehler ohne größere Bedeutung. Er wird übrigens ganz 
vermieden, wenn man die Verbrennungswärme des Kotes direkt bestimmt. 

Es erübrigt noch, zu erörtern, ob man bei der Berechnung der Eiweiß- 
verbrennung im Körper den Kotstickstoff mit dem Harnstickstoff zu- 
sammenführen soll. Wie wir schon gesehen haben, kann die stickstoffhaltige 
Substanz im Kote schwerlich als ein Verbrennungsprodukt angesehen werden. 
Die Absonderung derselben steht mit der Nahrungsaufnahme im Zusammen- 
hang, nicht aber mit der Verbrennung im Körper. Bei Hunger ist die 
Menge des Kotstickstoffs sehr gering, steigt aber bei Zufuhr von Nahrung 
bis aufs 10fache oder noch mehr, ohne daß der Harnstickstoff die ent- 
sprechenden Schwankungen aufweist. Es ist also unmöglich, für die 
Summe: Harnstickstoff + Kotstickstoff einen bestimmten „ka- 
lorischen Koeffizienten“ (siehe unten) zu berechnen. 1 9 Harnstickstoff 


') Frentzel und Schreuer, Verbrennungswärme und physiologischer Nutzwert der 
Nährstoffe. IV. Abhandlung: Die Zusammensetzung und der Energiewert des Fleisch- 
kotes. Arch. f. (Anat. u.) Physiol. Jg. 1903. S. 460. 
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entspricht einer Wärmeentwicklung im Körper von etwa 26 Kal, 19 dem 
Körper entstammender Kotstickstoff stellt dagegen einen Energieverlust von 
mindestens 11 Kal. dar. 

Ebensowenig wie die Bestandteile der Milch können die vom Körper 
abgegebenen Substanzen im Kote als Verbrennungsprodukte angesehen 
werden, obwohl beide Stoffwechselprodukte sind. Man muß zwischen Eiweiß- 
umsatz und Eiweißverbrennung unterscheiden. Die erstere Größe wird 
durch die Summe Harnstickstoff + Kotstickstoff annähernd angegeben, die 
letztere ergibt sich aus dem Harnstickstoff allein. 

Für manche Stoffe, besonders Calcium, Magnesium, Eisen, Phosphor, 
ist der Darm als Ausscheidungsorgan zu betrachten. Aber auch organische 
Stoffwechselprodukte werden, wie erwähnt, auf diesem Wege ausgeschieden, 
Diese kommen aber hauptsächlich beim Studium des intermediären Stoff- 
wechsels in Betracht. Bei den gewöhnlichen Stoffwechselversuchen werden 
diese Stoffe von den Nahrungsresten nicht geschieden. Man nimmt für die 
stickstoffhaltige Substanz und für das Ätherextrakt im Kote dieselben Werte 
der Verbrennungswärme an wie für die entsprechenden Substanzen in der 
Nahrung. Der Fehler, der hierdurch entsteht, ist ohne Bedeutung und kann, 
wie oben erwähnt, vermieden werden, wenn man den Energieinhalt des Kotes 
direkt kalorimetrisch bestimmt. 

€. Die Nettozufuhr erhält man als Differenz zwischen Zufuhr und 
Abfall, d.h. praktisch zwischen Kost und Kot. Mit Hilfe im voraus be- 
stimmter Ausnützungskoeffizienten kann dieselbe auch berechnet 
werden. Die Koeffizienten sind aber unsicher, wenigstens wenn es sich 
um die einzelnen Nahrungsmittel handelt. Die Ausnützung eines Nahrungs- 
mittels schwankt nämlich mit der Menge und der Mischung, in welcher es 
genommen wird. Am besten lassen sich die betreffenden Koeffizienten für 
bestimmte Kostzusammenstellungen berechnen. 

Wir stellen hier einige Werte zusammen, welche sich auf die pro- 
zentuelle Ausnutzung der einzelnen Nahrungsstoffe, Asche und Energie der 
Arbeiterkost beziehen. 


Min. Max. Mittel 

Prozent Prozent Prozent 

I’) Eiweiß (Stickstoff) ..... 817 945 887 

Fett (Ätherextrakt) . . . . .866 986 94:6 

MWoRichyirat . . HM ee 943 98:9 976 

Kalorien (berechnet) . . . . . 920 980 952 

II?) Eiweiß (Stickstoff) ...... 75'6 90:6 344 

Fett (Ätherextrakt) . . .. . 82:3 94:5 900 
Kohlehydrate .. ......913 973 952 
| Asche ._ RUANSTABEN 68-8 88-1 786 
Kalorien (dir. bestimmt) . . . 87:6 94:8 916 
Trockensubstanz . ... . . . 878 94:8 91:9 


') Die Beobachtungen beziehen sich auf 33 belgische Arbeiter. A. Slosse und 
E. van de Weyer, Etude analytique de l’alimentation d’un groupe de trente-trois ouvriers 
bruxellois. M&moires couronnes et autres Memoires, publies par l’Academie royale de 
Medeeine de Belgique. T. 19. fase. 8 ( 1908). 

°) 12 finnländische Arbeiter. $. Sundström, a. a. 0. 


ja 
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Es mag darauf aufmerksam gemacht werden, daß der Verlust an 
Trockensubstanz im Kote sehr genau mit dem an potentieller Energie 
übereinstimmt (Tigerstedt). 

Für die Ausnutzung der potentiellen Energie der Kost bei gemischter 
Nahrung fand Rubner!) den Wert 91'9%,. 

Die Nettozufuhr kann nicht exakt bestimmt werden, da man den 
Rückstand der Kost nicht von den Resten der Verdauungssäfte und von 
anderen Ausscheidungsprodukten im Kote scheiden kann. Atwater hat 
daher vorgeschlagen, statt der Nettozufuhr der Nahrungsstoffe die Nutz- 
barmachung (availability) der mit diesen Stoffen zugeführten poten- 
tiellen Energie zu berechnen. Für Fett und Kohlehydrat wird die Be- 
rechnung in der gleichen Weise wie oben ausgeführt. Für das Eiweiß wird 
die Energie des unoxydierten Materiales im Harne von der totalen Energie 
des zugeführten Eiweißes abgezogen. Die Nutzbarmachung der potentiellen 
Energie in der gesamten Kost ergibt sich, wenn man von der Verbren- 
nungswärme der Kost diejenige des Kotes und des Harnes abzieht. Wir 
führen hier die von Atwater und Benedict?) erhaltenen Werte an: 


Min. Max. Mittel 

Prozent Prozent Prozent 
IIwelßee Aut dcr: BAR T 836 96:8 908 
IIStt ae us, 2 901 952 953 
Kohlehydrate. . 2 eo SEE 98:9 976 
INISCHORIRL = he... JEAUSEe Rn BaL U ebene 444 80°4 wies) 
Kalorien Hr SERIE Me 88:5 944 916 


D. Den Stoffverbrauch oder den Umsatz im Körper haben wir 
im obigen Schema auf zwei Posten verteilt: die „Verbrennung“ und der 
„Substanzverlust ohne Verbrennung“. Die Gesamtverbrennung im Kör- 
per kann direkt kalorimetrisch bestimmt werden. Die einzelnen Komponenten 
derselben können dagegen nur in indirekter Weise aus den Verbrennungs- 
produkten abgeleitet werden. Es handelt sich also bei den Stoffwechsel- 
versuchen darum, in den Ausgaben des Körpers jene Produkte zu bestimmen. 

E. Die Bilanzen des Körpermateriales erhält man als Diffe- 
renz zwischen „Nettozufuhr“ und „Umsatz“. Sie können auch, wie wir 
sehen werden, unabhängig von der Berechnung der Nettozufuhr abgeleitet 
werden. Wenn man die positiven Bilanzen — den Gewinn an Körper- 
material — von der Nettozufuhr abzieht, bzw. die negativen zu derselben 
addiert, erhält man in solchem Falle den „Umsatz“. 


5. Verbrennungsprodukte. 


Die Kohlensäure wird zum größten Teil durch die Lungen aus- 
geschieden. Die Kohlensäureabgabe durch die Haut beträgt beim Menschen 
7—8y pro 24 Stunden, steigt aber bei Schweißabsonderung bis auf das 3- oder 


!) Rubner, Kalorim. Untersuchungen. Zeitschr. f. Biol. Bd. 21. S. 379 (1885). 
2) Atwater und Benedict, a.a. O. Bull. Nr. 136. S. 108. 
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4fache.!) Unter gewöhnlichen Verhältnissen beträgt also die Kohlensäure- 
ausscheidung durch die Haut kaum mehr als 1°/, der gesamten Menge 
und kann vernachlässigt werden. Bei den meisten Versuchsanordnungen 
wird sie zusammen mit der ausgeatmeten Kohlensäure bestimmt. 

Das im Körper gebildete Wasser kann nur bei vollständigen Bilanz- 
versuchen berechnet werden. (Siehe unten.) 

Die stickstoffhaltigen Verbrennungsprodukte werden mit dem 
Harne ausgeschieden. DerHarnstickstoff gibt somit die Eiweißverbrennung 
im Körper an. Der Kotstickstoff darf, wie wir gesehen haben, in dieser Hin- 
sicht nicht mit dem Harnstickstoff zusammengerechnet werden. Der Sch weiß 
dagegen enthält wirkliche Endprodukte der Eiweißverbrennung (Harnstoff, 
Harnsäure). Ihre Menge ist meistens gering und kann vernachlässigt 
werden. Bei größerer Arbeitsleistung, besonders bei hoher Temperatur 
werden aber Stickstoffmengen (bis 1’4g9 N pro Tag) in dieser Weise aus- 
geschieden, deren Vernachlässigung wenigstens bei Bilanzversuchen nicht 
unbeträchtliche Fehler herbeiführt. ?) 

Außer dem Stickstoff wird bei genauen Stoffwechselversuchen auch 
der Kohlenstoff im Harne bestimmt. Ebenso gehört eine kalorimetrische 
Bestimmung des Energieinhaltes im Harne zu einem vollständigen Ver- 
suche. Bisweilen kann es genügend sein, diese Größe mittelst angenommenen 
Koeffizienten aus dem Stickstoff zu berechnen. Wir führen hier diejenigen 


r 


Werte der Verhältnisse - und — im Harne an, welche aus den zahlreichen 
Versuchen von Atwater und Benedict?) an Menschen bei gemischter Kost 
hervorgegangen sind: 


Mittel Max. Min. 
4 DE A er 079 0:63 
N 
- > N RR el © 8:07 9:08 709 


Es ist aber zu bemerken, daß diese Werte bei verschiedener Nahrung 
erhebliche Schwankungen darbieten. ®) 

Bei Untersuchungen des intermediären Stoffwechsels kommen die Be- 
stimmungen von Ammoniak, Purinkörpern, Kreatinin, Acetonkörpern u. a. 
in Betracht. Die Acetonbestimmung hat eine besondere Bedeutung als In- 


!) Schierbeck, Die Kohlensäure- und Wasserausscheidung der Haut bei Tempera- 
turen zwischen 30° und 39°. Arch. f. (Anat. u.) Physiol. Jg. 1893. S. 116; Arch. f. Hygiene. 
Bd. 16. S. 218. — v. Willebrand, Über die Kohlensäure- und Wasserausscheidung durch 
die Haut des Menschen. Skand. Arch. f. Physiol. Bd. 13. S. 337 (1902). 

?) Argutinsky, Versuche über die Stickstoffausscheidung durch den Schweiß bei 
gesteigerter Schweißabsonderung. Pflügers Arch. Bd. 46. S. 594. — Eijkman, Über den 
Eiweißbedarf der Tropenbewohner, nebst Bemerkungen über den Einfluß des Tropen- 
klimas auf den Gesamtstoffwechsel und die Wärmeproduktion. Arch. f. pathol. Anat. 
Bd. 131. S. 167. — Atwater und Benedict, a. a. 0. Bull. Nr. 136. S. 118. 

») Atwater und Benedict, a. a. OÖ. Bull. Nr. 136. S. 223. 

#) Tangl, Beitrag zur Kenntnis des Energiegehaltes des menschlichen Harnes. 
Arch. f. (Anat. u.) Physiol. Jg. 1899. Suppl. S. 251. 
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dikator einer mangelnden Kohlehydratverbrennung im Körper. Für Fragen 
betreffend die Eiweißumsetzung können unter Umständen Bestimmungen 
der S- und P-Ausscheidung von Gewicht sein. 

Für die Berechnung der Verbrennung im Körper ist es notwendig, 
nicht nur die Menge der Verbrennungsprodukte, sondern auch die Menge 
des verbrauchten Sauerstoffs zu kennen. Zu einem vollständigen Stoffwechsel- 
versuche gehört daher auch die Bestimmung der Sauerstoffaufnahme 
des Körpers. 


6. Bilanzen des Körpermateriales. 


Die Bilanzen des Körpermateriales sind im obigen Schema als 
Differenzen zwischen der Nahrungszufuhr netto und dem berechneten Um- 
Satze dargestellt. In direkter Weise lassen sich aber Bilanzen aus dem 
gesamten Einkommen und den Ausgaben des Körpers ableiten. 
Dieses Verfahren hat den Vorzug, daß es nicht so viele Annahmen betreffs 
der Umsetzungen im Körper einschließt wie die Berechnung der Ver- 
brennung. Die Bilanzen können aber ‚nicht direkt auf Körpersubstanzen, 
Eiweiß, Fett und Kohlehydrate, bezogen werden, sondern müssen nach 
Grundstoffen aufgestellt werden. Einen vollständigen Bilanzversuch können 
wir folgendermaßen darstellen. Die direkt bestimmbaren Größen sind mit 
dem Zeichen — angegeben. 


Einkommen: N Gr EEHZ SO ESSHR Eiweiß Fett Kohleh. Wasser Asche 


IKOSteRe ne Berhr erde ge ge a eo — _ _ 

WERD Aue RER. —_ — — 

DAUELStOH en Aue ge: -- 

Ausgaben: 

Kot. .:.Wi. 3. Na. en ann —_—— —_ — — 

Schweiß, Milch, Schleim ete. .— — — — — — _--.— _ 

Harn .. 0 Kanaren = = — - 

Kohlensäure, u er _ _ 

aserdampe HUN INTER _— — 
Bilanz. .— — — — — — — 


Aus dem betreffenden Versuche gehen also direkt die N-, C- usw. 
Bilanzen hervor. Aus diesen kann man, wie oben erwähnt, die entsprechenden 
Mengen der Körpersubstanzen berechnen. 

Durch Bilanzversuche erfährt man, ob der Körper mit einer gewissen 
Kost oder unter dem Einflusse eines gewissen Faktors sich im stofflichen 
Gleichgewicht befindet. Wie wir unten sehen werden, kann man auch bei 
Kenntnis der betreffenden Bilanzen des Körpermateriales die Größe des 
Umsatzes aus der Nahrungszufuhr berechnen. Meistens begnügt man sich, 


die N- und C-Bilanzen zu bestimmen. In einigen Fällen kann es genügen, 


statt den Kohlenstoff im Kote und im Harne direkt zu bestimmen, die 


Ä eu 16 
Mengen desselben mittelst den oben erwähnten Koeffizienten —- aus den 


betreffenden Stickstoffmengen zu berechnen. 


a a a 


4° 
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Die Dauer eines Bilanzversuches darf nicht zu kurz genommen 
werden, damit die Zufuhr und die Ausgaben einander entsprechen mögen. 
Um diese Forderung zu erfüllen, müssen die in der Nahrung enthaltenen 
Stoffe vor dem Ende des Versuches aus dem Darme aufgenommen bzw. 
mit dem Kote ausgeschieden werden. Die Aufnahme der Verdauungs- 
produkte bewirkt meistens eine Steigerung des respiratorischen Gaswechsels 
und der N-Ausscheidung mit dem Harne. Es wird auch vorausgesetzt, dab 
diese Steigerungen während des Versuches vollständig abklingen. Meistens 
ist eine Dauer von 24 Stunden genügend. Wenn es sich jedoch darum 
handelt, den auf eine bestimmte Nahrung treffenden Kot zu erhalten, 
nimmt der Versuch mehrere Tage in Anspruch. 


7. Umsatz und Verbrennung im Körper. 


Unter Umständen muß man, wie wir oben gesehen haben, zwischen 
dem „Umsatze“ und der „Verbrennung“ scheiden. Meistens aber kann 
der Unterschied — „Substanzverlust ohne Verbrennung“ —. ver- 
nachlässigt werden. Wir können also die Prinzipien, jene Größen zu be- 
stimmen, gemeinsam behandeln. 


Die Gesamtverbrennung im Körper läßt sich auf drei Wegen 
verfolgen : 


1. Direkt, indem man die vom Körper abgegebene Wärmemenge 
und die geleistete äußere Arbeit mißt; 


2. indirekt aus der Nettozufuhr und den Bilanzen des Körper- 
materiales; 


3. indirekt aus den Endprodukten des Stoffwechsels — den 
Verbrennungsprodukten — und dem entsprechenden Sauerstoff- 
verbrauche. 


Die direkte Methode gibt nur die Gesamtverbrennung. Bei den in- 
direkten wird die Verbrennung bzw. der Umsatz auch auf die verschiedenen 
Substanzgruppen Eiweiß, Fett und Kohlehydrate verteilt. 

Die indirekten Methoden gehen von gewissen Voraussetzungen 
aus. Man nimmt an, daß die einzelnen Stoffe in einer gewissen Reihen- 
folge verbrannt werden, die Kohlehydrate vor dem Fette, die zugeführte 
Nahrung vor dem Körpermateriale. Es wird weiter vorausgesetzt, daß die 
synthetischen Prozesse im Körper als intermediäre Stufen der Verbrennung 
betrachtet werden können und daß also sämtliche Endprodukte des Stoff- 
wechsels, welche in den Ausgaben des Körpers vorkommen, auf die Ver- 
brennung im Körper bezogen werden können. Man nimmt schlechthin an, 
daß der gesamte Stoffwechsel auf die drei Komponenten Eiweiß-, Fett- 
und Kohlehydratverbrennung verteilt werden kann.!) 

Aus der angenommenen durchschnittlichen Zusammensetzung der 
Fette bzw. derjenigen der Kohlehydrate lassen sich die bei vollständiger 


!) Bei Zufuhr von Alkohol kommt die vollständige Oxydation desselben hinzu. 
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Oxydation entstehenden Mengen Kohlensäure und Wasser nebst dem ent- 
sprechenden Sauerstoffverbrauche pro Gramm oxydierte Substanz berechnen. 
- Betreffend das Eiweiß kann man eine Spaltung in einem stickstoffhaltigen 
und einem stickstofffreien Teil annehmen. Der erstere geht in den Harn 
über, der letztere wird ähnlich wie die Fette und die Kohlehydrate voll- 
ständig oxydiert. Die Größe der Eiweißverbrennung ergibt sich aus dem 
Harnstickstoff. Die stickstofffreien Oxydationsprodukte nebst dem Sauer- 
stoffverbrauche pro Gramm zersetztes Eiweiß lassen sich aus dem erwähnten 
„stiekstofffreien Rest“ des Eiweißes ableiten. 

Von diesen Annahmen ausgehend, hat man gewisse Koeffizienten 
bestimmt, mittelst welcher man in den einzelnen Fällen die Größe der 
Eiweiß-, Fett- und Kohlehydratverbrennung berechnen kann. 

Die Berechtigung jener Voraussetzungen und die Anwendbarkeit der 
betreffenden Konstanten läßt sich dadurch prüfen, daß man gleichzeitig den 
Energieumsatz nach der direkten und einer der indirekten Methoden bestimmt. 

Die Methode, die Verbrennung aus der Zufuhr zu berechnen, gründet 
sich darauf, daß die aus dem Darme aufgenommenen Stoffe zunächst das 
verbrauchte Material ersetzten. Durch die Bilanzen des Körpermateriales 
erfährt man, um wie viel die Zufuhr (netto) größer oder geringer ist als 
der Verbrauch, d. h. als der zu bestimmende Umsatz. Die Methode gibt 
also den ganzen Umsatz, „Verbrennung“ nebst „Substanzverlust ohne 
Verbrennung“. Bei der Anwendung dieser Methode ist man auf längere 
Versuchsperioden hingewiesen und kann nicht kurzdauernde Schwankungen 
der Verbrennung bestimmen. 

Die Berechnung der Verbrennung aus den Endprodukten des 
Stofifwechsels und dem Sauerstoffverbrauche bietet den Vorzug, dab 
die Methode auch für kurze Beobachtungsperioden anwendbar ist. 
Der respiratorische Gaswechsel stellt sich fast unmittelbar nach den 


Schwankungen der Verbrennungsprozesse im Körper ein. Die Stickstoff- 


ausscheidung mit dem Harne ist in bezug auf jene Prozesse gewissermaßen 
zeitlich verschoben und gibt die Schwankungen der Eiweißverbrennung 
weniger treu wieder. Die Berechnung der Gesamtverbrennung wird aber, 
wie wir unten sehen werden, von der Größe der Stickstoffausscheidung 
verhältnismäßig wenig beeinflußt. Diese Methode gibt, wie die direkte, nur 
die Verbrennung. Die „Substanzverluste ohne Verbrennung“ kommen also 
nicht in Betracht. 

Bei der Anwendung der indirekten Methoden wird oft ein Teil der 
Verbrennung, z.B. derjenige der Kohlehydrate aus der Zufuhr, der andere 
Teil aus den Endprodukten berechnet. 


1. Koeffizienten der Eiweiß-, Fett- und Kohlehydratverbrennung. 


Wie oben erwähnt, hat man für die Verbrennung der drei Haupt- 
gruppen des Nahrungs- und Körpermateriales Durchschnittswerte der Kohlen- 
säureabgabe bzw. des Sauerstoffverbrauchs — Gramm oder Liter pro Gramm 
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zersetzte Substanz — berechnet. Für die Eiweißverbrennung kommt die 
Stickstoffausscheidung mit dem Harne hinzu. Diese Werte können mit den 
physiologischen Verbrennungswerten zusammengestellt werden. Man erhält 
in dieser Weise die sogenannten kalorischen Koeffizienten, d.h. die 
Wärmeentwicklung im Körper pro Gramm oder Liter aufgenommenen Sauer- 
stoffs bzw. pro Gramm oder Liter ausgeschiedener Kohlensäure oder pro 
Gramm Kohlenstoff darin. Die betreffenden Koeffizienten werden für reine 
Eiweiß- bzw. Fett- und Kohlehydratverbrennung berechnet. Bei der Eiweiß- 
verbrennung wird außerdem die Wärmeentwicklung pro Gramm Harn- 
stickstoff berechnet. 

Atwater und Benedict bezeichnen als Thermalquotienten die Kohlen- 
säureabgabe bzw. die Sauerstoffaufnahme pro 100 Kalorien. 

Unter den Koeffizienten, welche bei Berechnungen betreffend die Ver- 
brennung im Körper zur Anwendung kommen, sind auch die respira- 
torischen Quotienten bei reiner Eiweiß- bzw. Fett- und Kohlehydrat- 
verbrennung zu rechnen. 


1. Die Koeffizienten der Eiweißverbrennung. 


Wir können von der Annahme ausgehen, daß sämtliche stickstoff- 
haltigen Endprodukte der Eiweißzersetzung in den Harn übergehen. Es 
ist mehrmals festgestellt, daß kein Stickstoff durch die Lungen ausge- 
schieden wird. Der im Schweiß enthaltene Stickstoff kann meistens ver- 
nachlässigt werden. Von mehreren Verfassern wird zwar ein Teil von den 
im Kote enthaltenen Stoifen zusammen mit den organischen Harnbestand- 
teilen gerechnet. Wie oben erwähnt, sind aber diese Stoffe nicht als End- 
produkte des Stoffwechsels zu betrachten. Derjenige Kotstickstoff, der 
dem Körper entstammt, wird hauptsächlich mit den Verdauungssäften 
abgesondert. Die Berechnung der Verbrennung aus den Verbrennungspro- 
dukten bezieht sich gewöhnlich auf kurze Beobachtungsperioden. Eigentlich 
sollte man also nur die auf die betreffende Beobachtungsperiode fallenden 
Stoffwechselprodukte berücksichtigen. Wenn die Beobachtungsperiode auber- 
halb der Verdauungsperiode fällt, gibt es keinen Grund, die Verdauungs- 
säfte in die Rechnung hineinzuziehen,, selbst wenn diese als Endprodukte 
des Stoffwechsels zu betrachten wären. Diejenige Stickstoffmenge, welche 
beim Hungern mit dem Kote ausgeschieden wird, ist sehr geringfügig und kann 
ebenfalls nicht als ein Endprodukt der Eiweißverbrennung angesehen werden. 

Bei der Berechnung wird weiter vorausgesetzt, daß die organi- 
schen Bestandteile des Harnes ausschließlich aus dem zersetzten 
Eiweiß herrühren. Wenn man also die durchschnittliche Zusammensetzung 
des zerfallenden Eiweißes und diejenige der organischen Harnbestandteile 
kennt, ergibt sich unmittelbar, wie viel C, H,O pro Gramm zersetztes Eiweib 
im „stickstofffreien Reste“ des Eiweißes zu berechnen ist. Man erhält dann 
die Mengen Kohlensäure und Wasser, welche bei der Oxydation des „Restes“ 
entstehen nebst dem entsprechenden Sauerstoffverbrauche — alles pro 
Gramm zersetztes Eiweiß berechnet. 
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Bei jener Berechnung sollte man eigentlich auch den Schwefel des 
Eiweißes in Betracht nehmen, da es einen Teil von dem Sauerstoff des 
Restes beansprucht. Es ist aber zu bemerken, daß ein großer und unbe- 
rechenbarer Teil des Schwefels als „neutraler Schwefel“, also in nicht 
oxydierter Form mit dem Harne ausgeschieden wird (Pflüger). In Er- 
wägung der übrigen Unsicherheiten der Berechnung ist die Vernachlässigung 
des Schwefels ohne Belang. 

Wir teilen hier einige Zahlen mit, welche in der oben angegebenen Weise 
abgeleitet worden sind und welche somit die Eiweißverbrennung im 
Körper in schematischer Weise wiedergeben. 


Sämtliche Werte sind auf 1 g aschefreie Substanz bezogen, um miteinander ver- 
gleichbar zu werden. Die Reihen 1 und 2 stellen die von Zuntz?) und Pflüger?) aus- 
geführten Berechnungen dar, denen die Untersuchungen und Analysen von Rubner*) und 
Stohmann zugrunde liegen. Die Reihe 3 ist vom Verfasser berechnet. Dieselbe bezieht 
sich auf die gleichen Fleisch- und Harnanalysen wie die Reihe 2. Es ist aber angenommen, 
daß bei der Eiweißverbrennung im Körper die stickstoffhaltigen Endprodukte ausschließ- 
lich in den Harn übergehen. Die Reihe 4 enthält die Ergebnisse des Versuches II in 
den von Frentzel und Schreuer°) mitgeteilten Untersuchungen. Die Reihe 5 ist aus 
den Ergebnissen der zahlreichen Versuche von Atwater und Benediet°) mit gemischter 
Kost berechnet. Für das zersetzte „Nahrungseiweiß“* ist die oben angeführte Zusammen- 
setzung 53°/, C, 7°/, H, 16°/, N, 23°/, O und 1°/, S angenommen. Wie bei der Reihe 3 
wird angenommen, daß der Harn sämtliche stickstoffhaltigen Endprodukte der Eiweiß- 
verbrennung enthält. Die Oxydation von Schwefel ist nicht berücksichtigt. 

1 9 im Körper zersetztes Eiweiß (aschefrei) liefert: 

im „N-freien“ Reste 


Nr. © H (0) 
Gramm Gramm Gramm 


CO,-Abgabe O,-Verbrauch Resp.- 
Gramm Liter Gramm Liter Quotient 


119%, . 0'415 0:049 0100 1:52 0:77 139 0:97 079 Zuntz 
27.72.0408 0:045 0'123 1:49 0:76 1'32 0:92 082 Pflüger 
3 . 0'416 0'046 0'126 1:53 0:78 135 0:94 0:82 Verf. 
Am 700: 15 0'045 0'100 1:52 0:77 1m 0'96 081 Frentzel 
di. . 0'415 0:038 0:058 1-52 0:77 1:35 0:95 082 Verf. 

Aus den obigen Zahlen ergibt sich pro Gramm N im Harne: 

Nr Cim „N-freien“ Reste CO,-Abgabe 0,-Verbrauch 

: Gramm Gramm Liter Gramm Liter 

Ik. „258 9:45 4:81 8:67 606 Zuntz 

2. 2:53 9:28 4:72 8:21 519 Pflüger 

3r . 2:54 9:33 4:74 8:26 SE Verf. 

4. BE 2AB 9:10 4:63 817 571 Frentzel 

Hm . 2:59 ran 4:84 846 591 Verf. 


Die in der obigen Zusammenstellung mitgeteilten Zahlen sind auf die 
zweite Dezimalstelle abgerundet. Man kann die schematische Eiweißverbren- 
nung im Körper nicht mit größerer Genauigkeit angeben. 


1) Pflüger, Unsere Kenntnisse über den Kraftwert des Fleisches und der Eiweiß- 
stoffe. Arch. f. ges. Physiol. Bd. 79. S. 575 (1900). 

2) Zuntz, Arch. f. ges. Physiol. Bd. 68. S. 203 (1897). 

>) Pflüger, Arch. f. ges. Physiol. Bd. 79. S. 570 (1900). 

#) Rubner, Zeitschr. f. Biol. Bd. 21. S.250 (1885). 

5) Frentzel und Schreuer, Arch. f. (Anat. u.) Physiol. Jg. 1902. S. 319. 

6) Atwater und Benedict, Bull. Nr. 136. p. 169, 222. 


es 
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Wie oben erwähnt, ist es prinzipiell am richtigsten, die stickstoff- 
haltigen Produkte im Kote ganz aus der Rechnung zu lassen. Die Reihen 3 
und 5 sind in dieser Weise berechnet worden. Wenn man indessen, wie 
in den übrigen Reihen, jene Produkte in die Rechnung hineinzieht, so 
werden die berechneten Werte der Kohlensäureabgabe und des Sauerstoff- 
verbrauches dadurch nur sehr wenig beeinflußt. 

Es erübrigt noch die oben abgeleiteten Zahlen mit den entsprechen- 
den Verbrennungswerten des Eiweißes zusammenzustellen. Die erste Ab- 
leitung des physiologischen Nutzwertes des Eiweißes wurde von Rubner 1885 
gemacht. Er ging von der kalorimetrisch bestimmten Verbrennungswärme 
der benutzten Präparate aus und zog den Energieinhalt des Harnes und 
denjenigen des Kotes davon ab. Zugleich führte er einige Korrekturen für 
die Quellung des Eiweißes und die Lösung der Harnbestandteile ein. Die 
betreffenden Versuche waren aber keine eigentlichen Bilanzversuche. Die 
Verteilung des Stickstoffs auf Harn und Kot wurde in indirekter Weise 
abgeleitet. Bei den von Zuntz und von Pflüger ausgeführten Berechnungen 
der Rubnerschen Ergebnisse wurde das „Kotfett“ von den übrigen Kot- 
bestandteilen abgezogen. Die Korrekturen für die Quellungs- und Lösungs- 
wärme wurden fortgelassen. Bei den Untersuchungen von Frentzel und 
Schreuer wurde die Verteilung des Stickstoffs auf Harn und Kot direkt 
bestimmt. 

Bei allen oben erwähnten Berechnungen ist der „Nutzwert“ des Eiweibes 
auf die umgesetzte Eiweißmenge bezogen. Bei den Berechnungen der 
Eiweißverbrennung im Körper kommt aber nur derjenige Teil des umge- 
setzten Eiweißes in Betracht, welcher verbrannt wird und aus dem Harn- 
stickstoff berechnet werden kann. Die Eiweißverbrennung läßt sich nicht 
aus der Totalmenge des umgesetzten Eiweißes berechnen, weil das Ver- 
hältnis zwischen Kotstickstoff und Harnstickstoff sehr wechselnd ist, wie 
aus der folgenden Zusammenstellung hervorgeht: 


N im Kote 
N im Harne 


Bei reiner Eiweißfütterung. . . . . . . 0'014 Rubner 
. „''' Wleischfütterung)'. .%. 2'21.'0°016 > 

5 3 5 SHeN)2%.QD2B Frentzel 
u gemischter Kasti u L anb Are 0098 Atwater 


Bei gemischter Kost kann ein Teil vom Kotstickstoff ein Nahrungs- 
rest sein. Es wird aber von mehreren Forschern hervorgehoben, daß bei 
gut verdaulicher Nahrung der Kot fast ausschließlich dem Körper selbst 
entstammt. 

Die folgende Tabelle enthält teils die von verschiedenen Forschern 
abgeleiteten Nutzwerte des Eiweibes, teils die entsprechenden physiolo- 
gischen Verbrennungswerte. Die letzteren hat der Verfasser in der- 
jenigen Weise abgeleitet, daß von der kalorimetrischen Verbrennungswärme 
des Eiweißes, pro Gramm Stickstoff berechnet, diejenige des entsprechen- 
den Harnes, ebenfalls pro Gramm Stickstoff berechnet, abgezogen worden 
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ist. Sowohl die Verbrennungswerte wie die Nutzwerte werden teils pro 
Gramm Stickstoff im Eiweiß, teils pro Gramm aschefreie Substanz an- 
geführt. 


Verb S- Physiologi 
er rennung Nolzwert ysio opische 
wärme Bere) Verbrennungswärme 
(beobh.) was £ (berechn.) 
mm 7 70mm DD 
Umgesetztes Eiweiß des zer- des pro pro Gramm pro pro Gramm 


setzten entspr. Gramm N aschefreie GrammN aschefreie 

Eiweiß Harnes im Eiweiß Substanz im Eiweiß Substanz 
Extraktfreies Muskeleiweiß 3468 669 !)26°97 ') 449 2799 466 Rubner 
Körpersubstanz bei Hunger 3471 849 +1)2525 *)412 2622 427 Rubner 
Fettfreies Muskelfleisch . 3471 745 12628 1) 428 2726 4:44 Rubner 


ai 3 . 3458 745 2672 ?) 4:36 2713 4:43 Zuntz 

ei 5 . 3448 745 - 2671 °)437 27:03 442 Pflüger 

. 5 . 32:55 ..6°97 2486 4:26 25'58 438 Frentzel 
Nahrungseiweiß®). . . . 3331 8:06 — — 2725 436 Atwater 


Wenn man den Nutzwert oder den physiologischen Verbrennungswert 
des Eiweißes auf die pro Gramm Eiweiß berechnete Kohlensäureabgabe 
bzw. Sauerstoffaufnahme bezieht, erhält man die kalorischen Koeffi- 
zienten. Die umgekehrten Werte sind die Thermalquotienten. Wir 
stellen hier die Werte jener Koeffizienten zusammen: 


Kalorische Koeffizienten Thermalquotienten 
Zn 


am nn on 
Kal./gC Kal./79C0O, Kal./gO0, Kal./lCO, Kal./l!O,;, CO,g/100 Kal. O,9/100 Kal. 


221052 2:87 313 5.64 4:47 34:8 319 Zuntz 

4 NZZ 2:92 331 575 4:73 342 30:3 Pflüger 
90; 2:90 327 570 4:68 345 305 Verf. 

4. 10:25 2:79 ap 5:50 4:45 358 321 Frentzel 
5 1051 2:87 3:22 563 4:61 349 310 Verf. 


Die Reihen 1, 2 und 4 beziehen sich auf die Nutzwerte, die Reihen 3 
und 5 dagegen auf die Verbrennungswerte des Eiweißes. Wie aus der 
Tabelle zu ersehen ist, ist der Unterschied zwischen Nutzwert und Ver- 
brennungswert in praktischer Hinsicht von geringer Bedeutung. Die Daten, 
von welchen man bei Ableiten der fraglichen Koeffizienten ausgeht — 
die Zusammensetzung und Verbrennungswärme der verschiedenen Eiweiß- 
körper und die Verbrennungswärme des Harnes — bieten so beträchtliche 
Schwankungen dar, daß es von untergeordneter Bedeutung ist, ob man die 
Berechnung nach dem Nutzwerte oder dem Verbrennungswerte einrichtet. 
Es hat natürlich keinen Sinn, die betreffenden Koeffizienten mit mehreren 
Dezimalstellen darzustellen.?) 


!) Ohne Korrektion für Quellungs- und Lösungswärme, 

?) Pro Gramm aschehaltige Substanz 4'128 Kal. 

®) Pro Gramm aschehaltige Substanz 4'137 Kal. 

*#) Atwater nimmt als Durchschnittswerte 5°65 Kal. und 16°/, N für das Eiweiß 
in der Nahrung an. 

5) Beim Ableiten der Koeffizienten muß man natürlich mit mehr als zwei Dezimal 
stellen rechnen, was bei einer etwaigen Nachrechnung zu beachten ist. 
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2. Koeffizienten der Fett- und Kohlehydratverbrennung. 


Die Kohlensäureabgabe, der Sauerstoffverbrauch und die kalorischen 
Koeffizienten lassen sich unmittelbar aus der Zusammensetzung und der 
Verbrennungswärme der betreffenden Substanzen ableiten. Für das tierische 
und das menschliche Fett nehmen wir die oben angeführten Durch- 
schnittszahlen an, derer sich Zuntz und Benedict bei ihren Berechnungen 
bedient haben. Für Stärke, Glykogen, Glukose nehmen wir die von Stohmann 
und Berthelot angegebenen Werte der Verbrennungswärme an. Alkohol wird 
im Körper zum größten Teil verbrannt. Denjenigen Teil, der in den Aus- 
scheidungen wiedergefunden wird, zieht man bei den Berechnungen direkt 
von der zugeführten Menge ab. Wenn nicht größere Mengen auf einmal 
zugeführt werden, kann man einen Verlust von 1'9°/, (Atwater !) berechnen. 

Die in oben angegebener Weise abgeleiteten Zahlen stellen wir in 
den folgenden Tabellen zusammen: 


Pro Gramm im Körper verbrannte 


Substanz Resp.- Verbrennungs- 
C0O,-Abgabe O,-Verbrauch gankent BarER 
Gramm Liter Gramm Liter 
Tierisches Fett . . . . . 281 143 2:89 2:02 0707 9:46 
Menschliches Fett. . . . 2:79 142 2:85 1.99 0707 9:54 
Stärke, Glykogen . . ... 1630 0829 1185 089 1 418, 419 
Eikosen La .. 2:8 15460 0746 1'067 0'746 1! 374 
LT WE RE BEER Er u 0:97 2:09 1'46 0:67 703 


Aus jenen Werten ergibt sich 


Kal./gC Kal./g CO, Kal./g O, Kal./1CO,;, Kal./1O, gC0;/100 Kal. g 0,/100 Kal. 


Tierisches Fett . . 12:36 337 3:28 663 4:69 29:7 30°5 
Menschliches Fett . 12:54 3:42 335 672 4:78 292 29-9 
Glykogen. .... . 943 2:57 3:54 5.06 5:06 38:8 283 
Ener ze: 941 257 3:53 505 905 390 28:3 
Beer. . 9:36 255 3:51 5:02 502 3392 28:5 
ein... . 13:47 3:67 3:37 722 4:81 272 2397 


3. Die Zuverlässigkeit der kalorischen Koeffizienten. 


Bei der Anwendung der oben angeführten Koeffizienten muß man 
besonders bei kurzdauernden Versuchen darauf Rücksicht nehmen, daß 
dieselben Durchschnittswerte sind. Man könnte natürlich für die einzelnen 
Eiweißkörper, Fettarten usw. die entsprechenden Koeffizienten ableiten. 
Es ist aber in dem einzelnen Falle nicht möglich, zu entscheiden, welche 
Substanzen im Körper zerfallen.?2) Man muß sich daher immer mit Durch- 
schnittswerten begnügen. Es ist daher auch nicht angemessen, die be- 
treffenden Zahlen mit mehreren Dezimalstellen in die Rechnung hinein- 


') Atwater und Benediet, An experimental inquiry regarding the nutritive value 
of alcohol. National Academy of Science. Vol. 8. p. 235. Washington 1902. 

®) Bei Versuchen längerer Dauer (Bilanzversuchen) gibt die Zufuhr nebst den 
Bilanzen des Körpermateriales den nötigen Aufschluß über den Zerfall im Körper. 
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zuführen, da ein solches Verfahren den Anschein eines nicht zutreffenden 
Grades von Genauigkeit liefern würde. 

Man muß sich auch erinnern, daß das Ableiten jener Koeffizienten 
von gewissen Voraussetzungen ausgeht. Es wird angenommen, daß die 
organischen Bestandteile des Harnes ausschließlich aus dem zerfallenen 
Eiweiß stammen. Bei diesem Zerfall nimmt man ein bestimmtes Ver- 
hältnis zwischen dem „N-freien Reste“ und den mit dem Harne aus- 
geschiedenen Endprodukten des Eiweißes an. 

Eine andere wichtige Voraussetzung ist die, daß die Summe der 
Umsetzungen im Körper während der Beobachtungsperiode sich als 
eine Summe von Eiweiß-, Fett- und Kohlehydratverbrennung darstellen läßt. 
Als Kriterium wird in dieser Hinsieht der respiratorische Quotient 
benutzt. Dieser darf nicht die Grenzen 0'7—1'0 überschreiten, welche der 
reinen Fett- bzw. der reinen Kohlehydratverbrennung entsprechen. Ein 
niedrigerer Wert deutet auf eine Glykogenbildung aus Eiweiß, eventuell 
aus Fett, ein höherer auf eine Fettbildung aus Kohlehydraten hin. Daß 
intermediäre Umsetzungen dieser Art im Körper stattfinden, geht aus 
mehreren Beobachtungen hervor, wenn man auch noch nicht den Verlauf 
näher kennt. Solange aber der Umfang der fraglichen Umsetzungen nicht 
größer ist als derjenige der Verbrennungsprozesse, hält sich der respiratori- 
sche Quotient innerhalb der erwähnten Grenzen. Man kann also die oben 
angeführte Voraussetzung in folgender Weise ausdrücken: Der Stand der 
Eiweiß-, bzw. der Fett- und der Kohlehydratvorräte im Körper darf nur 
durch Zufuhr und vollständige Verbrennung dieser Stoffe, nicht aber durch 
intermediäre Umsetzungen des Körpermateriales oder der zugeführten Nah- 
rung geändert werden. 

Unter den angeführten Voraussetzungen geht es aus dem respiratori- 
schen Quotienten annähernd hervor, wie die Verbrennung sich auf die drei 
Substanzgruppen verteilt. Die oben mitgeteilten „Termalquotienten“ 
(Atwater) geben die Größe der Kohlensäureabgabe bzw. diejenige der Sauer- 
stoffaufnahme pro 100 Kalorien bei reiner Eiweiß-, reiner Fett- und reiner 
Kohlehydratverbrennung im Körper an. Wir nehmen für jene Koeffizienten 
die folgenden Durchschnittswerte an: 


Verbrennung von g C0,/100 Kal. g0,/100 Kal. 2C0O,/100 Kal. 203,/100 Kal. Resp.-Quot. 
DEE u AT 30:7 176 21:5 0:82 
A 2 a 29:5 30:3 150 21:2 0708 
Kohlehydrate . .. . 389 28:3 19:8 19:8 1 


Mit Hilfe dieser Werte lassen sich die in der folgenden Tabelle zu- 
sammengestellten Zahlen ableiten, welche die Kohlehydratverbrennung in 
Prozent von der gesamten Verbrennung bei verschiedenen angenommenen 
Werten der Eiweißverbrennung angeben. In dieser Weise läßt sich somit die 
Verbrennung im Körper in schematischer Weise auf die drei Komponenten 
Eiweiß-, Fett- und Kohlehydratverbrennung verteilen. Es muß aber bemerkt 
werden, daß eine solche Verteilung für die Auffassung der einzelnen im Körper 
verlaufenden Prozesse meistens nur von untergeordneter Bedeutung ist. 
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| Angenommene Eiweißverbrennung in Prozenten 
Resp.-Quot | 10 15 20 40 60 80 
| Berechnete Kohlehydratverbrennung in Prozenten 
0:99 97 | | | 
0:97 90 87 85 | 
0.95 84 so 79 77 
093 | 77 73 cl 70 | 
091 | 71 66 65 63 BD | 
0:89 64 60 58 57 9 | 4 
0:87 | 57 53 51 50 2 | 34 
0:85 a ae 5 Mm A 19 
083 | 43 40 38 36 | 38.) | 20 12 
081 | 36 33 31 29 20 13 5 
079 | 29.| 26 24 21 13 6 
| 0:77 | 2 | 9 I 27 78 6 | 
0:75 15 | 1: N 3 1 0 | 
0:73 | Si BEE ET | 
Be | | 


4. Die Sauerstoffaufnahme und die Kohlensäureabgabe als 
Maß der Verbrennung im Körper. 


Wie aus den oben zusammengestellten kalorischen Koeffizienten 
hervorgeht, bleibt die Sauerstoffaufnahme pro 100 Kal. ziemlich unverän- 
dert, auch wenn verschiedene Stoffe sich bei der Verbrennung beteiligen. 
Die Kohlensäureabgabe erweist dagegen in dieser Hinsicht beträchtliche 
Schwankungen. Setzen wir die Sauerstoffaufnahme bzw. die Kohlensäureab- 
gabe bei Fettverbrennung gleich 100, erhalten wir: 


Kohlensäure- Sauerstoff- 

abgabe aufnahme 
Eiweißverbrennung: m: HI DERL ME 117 101 
Paötwerbrennung ‚u Seile ERRLTTRRDEE (10, 100 
Kohlehydratverbrennung . . ...... 132 93 


Aus den Schwankungen der Sauerstoffaufnahme kann man also in 
annähernder Weise die Schwankungen der Verbrennung beurteilen, auch 
wenn die Beteiligung der verschiedenen Stoffe an der Verbrennung etwas 

_ wechselt. Die Kohlensäureabgabe dagegen kann in dieser Hinsicht als 
| Maß benutzt werden, nur wenn die Zusammensetzung des zerfallenden 
Materiales unverändert bleibt. 
Es hat sich aber mehrmals erwiesen, daß die Kohlensäureabgabe 
| eines Menschen pro Stunde gerechnet, im nüchternen Zustande und bei 
vollständiger Muskelruhe nur sehr geringe Schwankungen darbietet.?) 
Daraus kann man schließen, daß die einzelnen Stoffe sich in sehr kon- 
stanten Proportionen an der Verbrennung unter jenen Umständen be- 


!) Johansson, Über die Tagesschwankungen des Stoffwechsels und der Körper- 
temperatur in nüchternem Zustande und vollständiger Muskelruhe. Skand. Arch. f. 
Physiol. Bd.8. S.85 (1898). 
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teiligen. Diese Verbrennung hat Magnus-Levy!) mit dem sehr passenden 
Ausdrucke Grundumsatz bezeichnet. Der nüchterne Zustand, welcher von 
dem Hungerzustand genau geschieden werden muß, tritt ein, sobald der 
Einfluß der letzten Mahlzeit abgeklungen ist. 

Es hat sich weiter erwiesen, daß diejenige Kohlensäureabgabe, welche 
einer bestimmten Muskeltätigkeit entspricht, sich zu der Kohlensäureab- 
gabe des Grundumsatzes einfach addiert.2) Das gleiche ist der Fall be- 
treffs derjenigen Kohlensäureabgabe, welche einer gewissen Zufuhr aus dem 
Darme entspricht. Wenn eine gewisse Muskeltätigkeit und eine gewisse 
Zufuhr aus dem Darme gleichzeitig stattfinden, addieren sich die beiden 
entsprechenden Kohlensäuremengen, unabhängig voneinander, zu der Kohlen- 
säureabgabe des Grundumsatzes.®) Wenn man also von der Verbrennung 
im Körper im gewöhnlichen nüchternen Zustande und bei vollständiger, 
„vorsätzlicher“ Muskelruhe — dem Grundumsatze — ausgeht, gibt die 
Steigerung der Kohlensäureabgabe die Intensität der chemi- 
schen Prozesse an, welche von jeweiliger Muskelarbeit oder Nahrungs- 
zufuhr bedingt sind. 

Bei Versuchen an Menschen ist die betreffende Versuchsanordnung 
leicht herzustellen. Bei Tierversuchen kommt aber die Komplikation hinzu, 
dal die Muskeltätigkeit des betreffenden Versuchsindividuums in unbe- 
rechenbarer Weise die Ergebnisse beeinflußt. 

Wie oben erwähnt, eignen sich die Bilanzversuche nicht, um kurz- 
dauernde Schwankungen der Verbrennung zu studieren. Man ist darauf 
angewiesen, die Ausscheidung der Endprodukte des Stoffwechsels und 
den Sauerstoffverbrauch als Maß der Intensität der betreffenden Prozesse zu 
benutzen. Wenn es sich darum handelt, jene Schwankungen in Energiemaß 
auszudrücken, ist der Sauerstoffverbrauch der zuverlässigste Indikator. Wir 
müssen uns aber erinnern, dal dieses Maß nur der Summe der einzelnen 
Prozesse im Körper entspricht. Unter diesen Prozessen gibt es solche, 
welche im gesamten Energieumsatze nur eine untergeordnete Rolle spielen 
und also den Sauerstoffverbrauch sehr wenig beeinflussen. Ein Teil dieser 
Prozesse, z. B. diejenigen, welche mit der ersten Umsetzung der aus dem 
Darme aufgenommenen Nahrung in Zusammenhang stehen, geben sich da- 
gegen durch die Kohlensäureabgabe und die Stickstoffausscheidung mit dem 
Harne sehr deutlich zu erkennen. Für das Studium des intermediären 
Stoffwechsels haben also diese Ausscheidungen, wie z.B. diejenige der 
Acetonkörper, der Harnsäure usw. eine große Bedeutung, obgleich man 
den Betrag dieser Ausscheidungen nicht in Energiemaß umrechnen kann. 


') Magnus-Levy, v. Noordens Handbuch. Bd.i. S.222 (1906). 

?) Johansson, Untersuchungen über die Kohlensäureabgabe bei Muskeltätigkeit- 
Skand. Arch. f. Physiol. Bd. 11. S. 305 (1901). 

») Johansson und Koraen, Wie wird die Kohlensäureabgabe bei Muskelarbeit von 
der Nahrungszufuhr beeinflußt? Skand. Arch. f. Physiol. Bd. 13. S. 251 (1902). — Johans- 
son, Untersuchungen über den Kohlehydratstoffwechsel. Skand. Arch. f. Physiol. Bd. 21. 
S.1 (1908). — A. Gigon, Über den Einfluß von Eiweiß- und Kohlehydratzufuhr auf 
den Stoffwechsel. Skand. Arch. f. Physiol. Bd. 21. S.351 (1908). 
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Ill. Versuchsanordnungen. 


Oben haben wir ein allgemeines Schema des Stoffwechsels dargestellt. 
Wir haben die einzelnen Posten, welche in die Berechnungen des Stoff- 
wechsels eingehen, näher angegeben: Zufuhr, Abfall, Umsatz. Verbrennung, 
Bilanzen des Körpermateriales. Wir haben gesehen, wie jene Posten auf 
die drei Hauptgruppen der Körper- und Nahrungsstoffe verteilt werden 
und wie sie in energetischem Maße ausgedrückt werden können. Es er- 
übrigt noch zu zeigen, wie man die Versuchsdaten in die Rechnung hinein- 
bringt, und wie man aus diesen die wichtigsten der erwähnten Posten 
ableitet. 

Bei den Stoffwechselversuchen — wir sehen von den Untersuchungen 
des intermediären Stoffwechsels ab — bestimmt man: 

1. die Menge, die Zusammensetzung und die Verbrennungswärme der 
Kost, des Kotes und des Harnes — eventuell der Milch und anderer Sekrete; 

2. die Kohlensäureabgabe, die Sauerstoffaufnahme und die Wasser- 
ausscheidung durch Lungen und Haut; 

3. das Körpergewicht; 

4. die Wärmeabgabe und die geleistete Arbeit. 

Es ist aber nicht nötig, alle jene Bestimmungen auszuführen. Wir 
wollen hier eine Übersicht derjenigen Kombinationen liefern, welche ge- 
wöhnlich zur Anwendung kommen. 


1. Untersuchung der Nahrung bei frei gewählter Kost. 


Man geht von der Voraussetzung aus, daß ein Mensch bei frei 
gewählter Kost im allgemeinen die Nahrungszufuhr nach dem Bedarf ein- 
richtet. Nimmt man eine hinreichend lange Beobachtungsperiode, dann sind 
die Veränderungen, welche die Organmasse, die Fett- und die 
Glykogenvorräte erleiden, geringfügig im Vergleich mit den 
Mengen der zugeführten Stoffe. Die mit der Nahrung aufgenommenen 
Mengen von Eiweiß, Fett und Kohlehydraten entsprechen also unter jenen 
Verhältnissen ganz genau dem Stoffumsatz im Körper. 

Während einer Periode von mehreren Tagen bestimmt man also 
in der Kost die Zufuhr von Eiweiß, Fett und Kohlehydraten (Gramm pro 
Tage) nebst der Energiezufuhr (Kalorien pro Tage). Man kann hierbei in ver- 
schiedener Weise verfahren: 

1. Man bestimmt die Menge der rohen Nahrungsmittel, welche 
eine Familie oder im allgemeinen eine Gruppe von Personen während einer 
bestimmten Zeit verbraucht. Der grobe Abfall wird abgezogen. 

2. Man bestimmt die Menge der einzelnen tischfertigen Speisen, 
welche eine Person nach freier Wahl einnimmt. 

3. Wie bei Versuchsanordnung 2 wird bei jeder Mahlzeit die 2e- 
nossene Kost gewogen, es werden aber außerdem aliquote Teile davon 
zur Analyse aufbewahrt. 


Abderhalden, Handbuch der biochemischen Arbeitsmethoden. IIL, 72 
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Der Gehalt der einzelnen Nahrungsmittel bzw. Speisen an Nahrungs- 
stoffen, Trockensubstanz und Asche wird entweder durch Analysen in 
jedem Falle bestimmt oder nach zugänglichen Durchschnittszahlen?) 
geschätzt. 

Die Energiezufuhr wird entweder direkt kalorimetrisch bestimmt 
oder mittelst Durchschnittszahlen berechnet. Man benutzt bei dieser 
Berechnung meistens die Rubnerschen Standardzahlen. Zu genaueren Be- 
rechnungen werden besondere Durchschnittszahlen für die betreffende Unter- 
suchung abgeleitet (siehe oben, S. 1118). 

Aus den in dieser Weise erhaltenen Bruttowerten berechnet man die 
Nettozufuhr entweder mittelst Ausnutzungskoeffizienten oder durch direkte 
Untersuchung des Kotes (siehe oben, S. 1121). Unter den oben angeführten 
Voraussetzungen gibt die Nettozufuhr den tatsächlichen Umsatz an. Wenn 
man den Stickstoff im Harne und im Kote bestimmt, hat man die Möglich- 
keit, das Stickstoffgleichgewicht und somit gewissermaßen auch das Zu- 
treffen jener Voraussetzungen zu kontrollieren. 

Als Beispiele für Untersuchungen dieser Art können wir die ange- 
führten Arbeiten von Hultgren und Landergren, Atwater und seine Mit- 
arbeiter, Slosse und van de Weyer, Moquette?), Sundström anführen. 


2. Man bestimmt die Menge und die Zusammensetzung der Nah- 
rung, den Harn- und Kotstickstoff und die Kohlensäureabgabe. 


Die Versuchsdaten werden pro Tage berechnet: 


Stickstoff Fett Kohlehydrate Co, 
9 9 9 9 
in der-Kost, .., #3: =) (N)Kost (Fett) (Kh.) 
Re ee N 
imp Harne - +>,°2 17. #28 (N)Harn 
E9;-Abgahe.. 1, eu 03. -: (CO,) 


Für die -Berechnung des Stoff- und Energieumsatzes aus jenen Ver- 
suchsdaten nimmt man die folgenden Relationen als bekannt an: 


!) In folgenden Arbeiten findet man eine große Anzahl von Nahrungsanalysen: 
König, Chemie der menschlichen Nahrungs- und Genußmittel. 2 Bände. 4. Aufl. Berlin 1904. 
— Rubner, Der Energiewert der Kost des Menschen. Zeitschr. f. Biol. Bd.42. S. 261 
(1901). — Zuntz, Höhenklima und Bergwanderungen (1906). — Atwater und Bryant, 
U. S. Dept. Agr., Office of Experiment Stations Bul. Nr. 28 (revised edition). 1902. — 
Almen, Vära vanligaste näringsmedels sammansättning. Stockholm 1885. — Hultgren 
und Landergren, Untersuchung über die Ernährung bei frei gewählter Kost. Hygiea. 
Festband 1889. — Dieselben, Die Ernährung schwedischer Arbeiter. Skrifter utgifna 
af Lorenska stiftelsen. Stockholm 1891. — Dieselben, Über die Ausnützung gemischter 
Kost im Darme des Menschen. Skand. Arch. Bd.5. S.132 (1898). — Grönberg, Vära 
vanligaste förlvämnen i kemiskt och dietetiskt afseende. Finska Läkaresällskapets hand- 
lingar. Bd. 45. S. 443 (1903). — Ehrström, Om sjukhuskost särskildt med hänsyn till 
förhällandena i Finland. Finska Läkaresällskapets handlingar. Bd. 47. S. 322 (1905). 

?) Moquette, Onderzoekning over volksvoeding in de gemeente Utrecht. Utrecht 1907. 
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Gramm verbranntes Eiweiß) pro Gramm Harnstickstoff . . . p 

a Bewerbrannten-EawplB a  . ..2 ihe 

ME EReDe "5 2 rn ahnen 

CO,g pro Gramm verbramntes Fett . . . s 

CO,g pro Gramm verbrannte Kohlehydrate Ev 

Verbrennungswert des Eiweißes . . . 2.2. 2.1.0220. 8 Kal/g 

" des Fettes . . . ba 

der Kohlehydrate . C 


Weiter nimmt man an, daß die zugeführten Kohlehydrate (Kh.) voll- 
ständig verbrannt werden und daß also die vom Körper abgegebene Kohlen- 
säure (CO,) nach der Herkunft in folgender Weise verteilt werden kann: 


nienssreabgabe: . (3 \.ınla sense lan un. vn" s0l0Q) "Tag 

davon aus Eiweiß. B )Harn R 
aus Kohlehydraten u... BEN ET NERER:) 

also aus Fett . . . . . (C0,)) — — > (0) (N)Harn — t (Kh.) 


Der Umsatz läßt sich dann in RM Weise berechnen: 


Eiweißverbrennung = ? (N)Ham. - - . ee: u A 
Fettverbrennung = — = (00. )— an I (N)Harn — — “ (Kh) . 
Kohlehydratvrbremung — = (Kh)) Ela > 
Energieumsatz—_(C ); 1 a los (N)Harn— bin (Kh.) Kal./Tag 
Stickstoffbilanz = (N)Kost — ker — (Narr Yaakalotirisuasur lag 


Für die oben angeführten Konstanten können wir die folgenden 
numerischen Werte einsetzen: 


r== 0712 =42 
und erhalten dann: 
Eiweißverbrennung = 625 (N)Ham , : . NARaI y \ ':, 
Fettverbrennung = 0'36 (C0,) — 335 tan - — 0 58 (Kh)), . F 


Kohlehydratverbrennung = (Kh.) . 
Energieumsatz = 336 (CO,) — 5'3 (N)Harn — 1: 9 (Kh)) . Kal. Tag 


Wenn Alkohol in der Kost sich findet, nimmt man an, daß derselbe 
während des Versuches vollständig zersetzt wird und dabei 7'D Kalorien 
und 191 9 Kohlensäure pro Gramm entwickelt. 

72* 
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- N HC 
Von den angenommenen Zahlen bietet r — das Verhältnis N im 
Harne — die größten Schwankungen dar. Durch diese wird aber nur der 


Koeffizient des (N)Harn enthaltenden Ausdruckes beeinflußt. Da die Stick- 
stoffausscheidung (N)Harn im Vergleich mit der Kohlensäureabgabe numerisch 
sehr klein ist — etwa 15 g N gegen mindestens 6009 CO, pro Tag —, 
sind diese Schwankungen ziemlich belanglos. 

Die Berechnung der Kohlehydratverbrennung während des Versuches 
kann aber größere Fehler herbeiführen. Dieser Umsatz wird der Zufuhr 
gleichgesetzt. Enthält also die Kost gröbere Vegetabilien, so muß die Aus- 
nutzung der Kohlehydrate im Darme in Betracht gezogen werden. Es 
muß weiter vorausgesetzt werden, daß der Glykogenvorrat des Körpers 
während des Versuches unverändert bleibt. Bei gewöhnlicher Kost ist man 
berechtigt, anzunehmen, daß die Schwankungen der Glykogenmenge im 
Körper von dem einen Tage zum anderen ziemlich geringfügig sind. Bei 
Übergang von gewöhnlicher zu kohlehydratarmer Kost oder umgekehrt 
kommen aber diejenigen Glykogenmengen, welche verbrannt bzw. abgelagert 
werden, in Betracht, und da man diese Mengen nicht ermitteln kann, wird 
die Berechnung unter solchen Verhältnissen etwas unsicher. 

Die Zuverlässigkeit der Methode bei gewöhnlichen Nahrungsverhält- 
nissen ist durch die oben erwähnten Versuche von Aubner und die eben- 
falls schon angeführte Berechnung Tigerstedts dargelegt worden (siehe 
SH 6). 


3. Man bestimmt den Sauerstoffverbrauch, die Kohlensäureabgabe 
und die Stickstoffausscheidung mit dem Harne. Versuchsanordnung 
nach Zuntz.!) 


Die Versuchsdaten werden pro Minute berechnet: 


Bauerstoffverbrauch ."% N.’ 27.77 ,770,) Gm me 
Kohlensäureabgabe . ......,...,%. „... ,20....(00,),2m3/Niin: 
Harnstickstoff. „. .. ut. .un.2 20222s:HN) Dez 


Folgende Relationen werden als bekannt angenommen: 


Bei Verbrennung von 

Eiweiß Fett Kohleh. 
Kalorische Koeffizienten des Sauerstoffs2): Kal./cm3 O, a b C 
Respiratorische Quotienten: C0,/0,. . . . . G1.22Qs 1 


Sauerstoffverbrauch per mgHarnstickstoff : cm O,/mg N k-- — 


Wir nehmen an, daß keine anderen Prozesse als Zerfall von Eiweiß, 
Fett und Kohlehydraten den Sauerstoffverbrauch und die Kohlensäure- 
abgabe beeinflussen. Diese Größen ebenso wie den ganzen Energieumsatz 
kungen wir also auf jene Zerfallsprozesse folgendermaßen verteilen: 


1) Zuntz, Pflügers Archiv. Bd. 68. S. 191. 
°) Die Energiemengen werden in Gramm-Kalorien gerechnet. 
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Eiweiß Fett Kohlehydrate 
( ER + X lee! lo st HK) 
KU STEHE Be Aldi ak 000212) 
Energieumsatz = x, + by + c%.....60) 


Die Größen x,, X, X; lassen sich in den Versuchsdaten folgendermaßen 
ausdrücken: 
k (N) 


1 A 
= wel )—(C0,) (1-4) k (N ) 


Xı 


1 ” 3 
% = | (CO,)— 4, (0) — (g—4Q,) K N) 


Wenn wir diese Werte in die Gleichung (3) einsetzen, erhalten wir: 


ze 


(0, ) 


i b— 
Energieumsatz :— 


(,_ 1-4, ds 
14: " = Pax ee \k(S) 


1—09, 
Wenn wir mit Zuntz folgende numerische Werte der betreffenden 
Konstanten annehmen !): 


k = 6'064 em’/mg N, 

a=4476 Kal./cm? O,, dr = 0793, 
b=4686 Kal./cem? O,, ds = 0'707, 
c=5047 Kal./cm3 O,, 


erhalten wir: 


Energieumsatz!) = 3'816 (O,) + 1'232 ( RB, 192 (N). Kal./Min. 
Eiweißverbrennung = 647 (N) . .. ... mgj/Min. 
Fettverbrennung — 1:69 [(O, )—(00,)) h— 2: 12 s N .. .. mg/Min. 
Kohlehydratverbrennung = 412 (C0,)—2'91 (0)—2'15 (N) mg/Min. 


Diese Methode, den Energieumsatz zu berechnen, ist im Prinzip von 
Zuntz angegeben. Sie ist die einzige, welche für kurze Beobachtungsperioden 
anwendbar ist. In der Berechnung gehen keine Daten, welche sich auf die 
Nahrungszufuhr beziehen, ein. Die Aufnahme von Sauerstoff und die Aus- 
scheidung von Kohlensäure folgen sehr treu den Schwankungen der Zer- 
fallsprozesse im Körper. Die Stickstoffausscheidung mit dem Harne steht 
zwar in dieser Hinsicht etwas zurück. Wie aus den oben mitgeteilten 
Formeln hervorgeht, wird aber das Endresultat von der Größe der Stick- 
stoffausscheidung sehr wenig beeinflußt. Bei einem ruhenden Menschen 
kann die Größe des Sauerstoffverbrauches und diejenige der Kohlensäure- 
abgabe bis auf 200 bzw. 160 cm® pro Minute hinabsinken, während die 
gleichzeitige Stickstoffausscheidung wohl selten bis 15mg pro Minute steigt. 
Es ist also hinreichend, in die obige Formel einen Durchschnittswert der 


!) Die Energiemengen werden in Gramm-Kalorien gerechnet. 
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Stickstoffausscheidung einzuführen, welcher sich auf eine längere Beob- 
achtungsperiode bezieht, als die Beobachtungen des Gaswechsels. 

Die Grenzen, innerhalb welcher die betreffende Berechnungsmethode 
anwendbar ist, haben wir oben in Zusammenhang mit den Schwankungen 
des respiratorischen Quotienten erörtert. 


4. Man bestimmt den Stickstoff, den Kohlenstoff und die Ver- 
brennungswärme der Kost, des Kotes und des Harnes, die Kohlen- 
säureausscheidung und die Wärmeabgabe des Körpers (der geleisteten 
Arbeit einschließlich). Versuchsanordnung nach Atwater und Benediet.!) 


Aus den Versuchsdaten lassen sich die Stickstoff- und Kohlenstoff- 
bilanzen und der Nettobetrag der Energiezufuhr unmittelbar herleiten: 


Stickstoff Kohlenstoff Energie 
Gramm/Tag Gramm/Tag potentiell aktuell 
Kostt 0% 2 08); (CO), (Kal.), — 
Kon), (Ö. (Kal.), an 
kam. 200.0. UN), (C); (Kal.), — 
Kohlensäureabgabe — (©), — = 
Wärme und Arbeit — — — (Kal.) beob. 
OO) (0), — (Kal), — 
(MM +N 10 + +0,  — (Kal), + (Kal),} 
= N)Bi. —= (C)Bil — (Kal.)netto 
Stickstoffbilanz Kohlenstoffbilanz Energiezufuhr netto 


Für das abgelagerte resp. umgesetzte Körpereiweiß und Körperfett 
nimmt Atwater folgende Zusammensetzung und Verbrennungswerte an: 


N C Kal. 
19 Eiweiß, .. 2. Neun, Ode 
ja Belt... ee ee 


Weiter wird angenommen, daß der Glykogenvorrat des Körpers 
während des Versuches unverändert bleibt. Die Kohlenstoff- 
bilanz (C)Bil. verteilt sich also auf Eiweiß und Fett mit bez. 0:53 x 6'25 (N) 
und (C)Bi.—3'31 (N)Bil. Gramm.) 


Wir erhalten in dieser Weise: 


Eiweißbllanz . . . . 2.2.2.2. (Eiw.)Bil = 625 (N)Bil 
Fettbilanz . . . . 22.2.0... (Pett)Bi. = 131 (OB. — 434 N)Bil. 
Bilanz der potentiellen Energie: . (Kal.)Bil. = 5°5 (Eiw.)Bil. +94 (Fett)Bil. 
—= 1231 (C)Bi.—6°41 (N)Bil. 
Energieumsatz, berechnet — (Kal.)netto — (Kal.)Bil. 
beobachtet — (Kal.)beob. 


!) Atwater und Rosa, A respiration calorimeter and experiments on the conservation 
of energy in the human body. Storrs Agrieultural Experiment Station, 10tk ann. Report. 
p. 212 (1897). — Atwater and Benedict, Bul. Nr. 136. 
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Atwater und Benedict haben nach dieser 
Methode eine sehr große Anzahl Versuche aus- 
geführt. Die sehr gute Übereinstimmung der 
beobachteten und der berechneten Werte des 
Energieumsatzes, welche sich bei diesen Ver- 
suchen erwiesen hat, beweist die Zuverlässig- 
keit der Methode. 


5. Vollständiger Bilanzversuch. 


Die oben (S.1135) angeführten Größen wer- 
den sämtlich direkt bestimmt. Bis jetzt ist 
diese Versuchsanordnung nur bei den von 
Benedict!) mitgeteilten Untersuchungen zur 
Anwendung gekommen. Wir geben hier den 
(rang seiner Berechnung wieder. 

a) Die Bilanz des Körpermateriales 
mit der Änderung des Körpergewichtes 
zusammengestellt: 


Einkommen: Gramm Gramm 


ee se an 
2 
Be 1 202 CE — 
Ausgaben: 
ee a 25.2 ren 
0,03... 
eure 5 oe 
erdampf :;. -» „12.2 — 


Bilanz des Körpermateriales. . — 
Änderung des Körpergewichtes . — 


b) Die Bilanz und der Umsatz des 
Körpermateriales, in bezug auf Grund- 
stoffe und Körpersubstanzen berechnet. 
(Siehe die nebenstehende Tabelle.) 

Sämtliche Einnahmen und Ausgaben des 
Körpers werden auf Grundstoffe verteilt; die 
Kost und der Kot außerdem auf die Gruppen 
Eiweiß, Fett etc. Der Kot (2) wird als Abfall 
betrachtet und direkt von der Kost (1) abge- 
zogen. Man erhält in dieser Weise die Netto- 
zufuhr (3). Die zugeführten Mengen (C)ııı, (H)ııT, 
(N)ım, (O)rm: werden in Körpermaterial (4) 


1) Benedict, The influence of inanition on meta- 
bolism. Washington 1907. 
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umgerechnet. Bei dieser Berechnung geht man von der angenommenen, durch- 
schnittlichen Zusammensetzung der Körpersubstanzen aus: 

(N) = 01667 (Eiw.). 

(©) = 0'528 (Eiw.) + 0'761 (Fett) + 0'444 (Kh.). 

(H) = 0°070 (Eiw.) + 0'118 (Fett) + 0'062 (Kh.) + 01119 (Wass.). 

(0) = 0'220 (Eiw.) + 0121 (Fett) + 0'494 (Kh.) + 0'8881 (Wass.). 
Aus diesen Gleichungen erhält man: 


(Eiw) = 60 (N). 
(Fett) = 0005 (0) + 9693 (H) — 1,221 (0) — 2,476 (N). 
(Kh) = 2,243 (0) — 16613 (H) + 2:093 (0) — 2,892 (N). 
(Wass.) = — 1'248 (C) + 7920 (H) + 0128 (0) + 0460 (N). 


In diesen Gleichungen setzt man die Werte (O)ım, (H)ıı, (N)ı, (O)ıı ein 
und erhält die Werte (Eiw.)4, (Fett)4, (Kh.)a, (Wass.)4. Diese Werte weichen 
in der Regel sehr wenig von den Werten (Eiw.)3, (Fett)3, (Kh.)3, (Wass.)3 ab. 

Die durch Lungen, Nieren und Haut ausgeschiedenen Mengen (O)IV, 
(H)ıv, (N)Iv, (O)ıv werden, nachdem man die Sauerstoffaufnahme (0,) 
abgezogen hat, in eben angegebener Weise in Körpermaterial umgerechnet (7). 
Die hierbei erhaltenen Größen (Eiw.)zerf., (Fett)zerf., (Kh.)zerf. stellen das 
im Körper zersetzte Material dar. 

Die Größe (Wass.)pret. — das präformierte Wasser — gibt den- 
jenigen Teil der totalen Wasserausscheidung (Wass.)tot. an, welcher aus 
der zugeführten Wassermenge bzw. dem Wasservorrat des Körpers stammt. 
Die Differenz (Wass.)tot. — (Wass.)pref. stellt diejenige Wassermenge dar, 
welche bei der Verbrennung im Körper während des Versuches ent- 
standen ist. Die Differenz (Wass.)a — (Wass.)pref. stellt die Wasserbilanz 
(Wass.)Bil. des Körpers dar. 

Die Bilanzen der Körpersubstanzen (8) erhält man entweder 
als Differenzen zwischen Zufuhr (4) und Umsatz (7) oder durch Umrechnung 
der Werte (C)Bil., (H)Bil., (N)Bil., (O)Bil. in Körpermaterial. Die beiden Be- 
rechnungen sollen identische Resultate geben. 

c) Der Energieumsatz ergibt sich teils direkt aus der Wärme- 
abgabe und der geleisteten Arbeit während des Versuches 


— (Kal.) —, teils indirekt aus dem berechneten Zerfall der Körper- 
substanzen. 


Verbrennungswert des zersetzten Eiweißes . . 565 (Eiw.)zerf.. - » . .. . ber. 
Verbrennungswärme des Harmes . . ... . (Kal)uam .. .. ... .beob. 
Kalorien. aus Fıweiß .. .. .... 2 EM Ain. MH 565 (Eiw.)zert. — (Kal.)Harn . diff. 
„ » IRIebiw en RE e 9:54 (Fett)zerf 4 Hu hu ARE Sr ber. 
e „ Kohlehydraten . .ı= ..% „4319 (Kih.)zert. en ber. 
Energieumsatz’berechnet . . . . ..k... (Kal:)ber\ EA Ne ber. 
Wärme und@Arbeitaer . 2... Irene (Kal) sit ERE beob 


d) Die Bilanz der potentiellen Energie des Körpers wird 
ebenfalls in. zwei verschiedenen Weisen abgeleitet: 
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Zufuhr potentieller Energie . . . . 2... (Kal.)Kost 1) 
Verlust an potentieller Energie .. . . . . . (Kal.)Kot + (Kal.)Harn - . . beob. 
Nettozufuhr potentieller Energie . .» 2... (Kal.)netto ir; 
rerimnd Arbeit. ..0 0002 2... (Kal.) . . . beob, 
Bilanz der potentiellen Energie... . - (Kal.)netto — (Kal) . . .diff. 
By ä > 5°65 (Eiw.)gil. + 954 (Fett)giı.+ 419 (Kh.)siı. ber. 


Die Übereinstimmung der in verschiedener Weise abgeleiteten Werte 
des Energieumsatzes gibt die Zuverlässigkeit der Berechnung an. Diese 
Methode ist die einzige, mit welcher man die Wasserbildung und die 
Änderungen des Glykogenvorrates im Körper ermitteln kann. 


IV. Respirationsapparate. 


Die Bestimmungen des Gaswechsels und der Wärmeabgabe des Körpers 
erfordern besondere Anordnungen: Respirationsapparate und Kalorimeter. 

Man kann drei Typen von Respirationsapparaten unterscheiden, welche 
sämtlich bis auf die Arbeiten von Lavoisier zurückgeführt werden können. 
Die drei Typen werden nach denjenigen Autoren genannt, welche dieselben 
für Versuche in größerem Maßstabe ausgebildet haben. 

Typus I. Prinzip von Regnault und Reiset. Das Versuchsindividuum 
befindet sich in einer geschlossenen Respirationskammer. Kohlensäure und 
Wasserdampf werden absorbiert, je nachdem sie abgegeben werden und 
der verbrauchte Sauerstoff wird aus einem besonderen Behälter ersetzt. Die 
Respirationskammer nebst den Absorptionsgefäßen und den Luftleitungen 
stellen einen geschlossenen Kreis dar. Man bestimmt direkt die während 
einer Versuchsperiode zugeführte Sauerstoffmenge bzw. die absorbierten 
Mengen von Kohlensäure und Wasserdampf, nebst denjenigen Änderungen, 
welche die in dem geschlossenen System enthaltenen Gasmengen während 
der Versuchsperiode erlitten haben. 

Typus 2. Prinzip von Pettenkofer und. Voit. Durch die Respi- 
rationskammer wird ein Luftstrom von außen gesaugt. Die Kammer ist 
also in einer offenen Ventilationsleitung eingeschaltet. Diese Leitung 
enthält entweder Absorptionsgefäße, in welchen die Kohlensäure und 
der Wasserdampf des Luftstromes aufgenommen werden, oder Vorrich- 
tungen zur Entnahme von Luftproben und zur Messung der Ventilations- 
größe. Man bestimmt oder berechnet die Mengen von Kohlensäure und 
Wasserdampf, welche mit dem Ventilationsstrom aus der Respirationskammer 
fortgeleitet bzw. derselben zugeführt worden sind, eventuell auch die Än- 
derungen der Zusammensetzung, welche die Luft in der Respirationskammer 
während einer Versuchsperiode erlitten hat. 

Typus 3. Verfahren von Zuntz. Das Versuchsindividuum atmet durch 
Mundstück, Rohre, welche in die Nasenlöcher eingeführt werden, Maske 
oder Trachealkanüle. Die In- und Exspirationsluft werden durch Ventile 
geschieden. Die Kohlensäureabgabe und der Sauerstoffverbrauch ergeben 
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sich als Differenzen zwischen den ein- und ausgeatmeten Mengen der be- 
treffenden Gase. 


Typus 1. 


Die nach dem Prinzipe von Regnault und Reiset konstruierten 
Apparate erlauben eine Bestimmung sämtlicher Komponenten des 
Gaswechsels. Nach diesem Prinzipe ist es möglich gewesen, die Rolle des 
atmosphärischen Stickstoffs beim Stoffwechsel im tierischen Organismus 
direkt zu untersuchen, und man kann sagen, daß) die technische Vollendung 
der hierher gehörenden Respirationsapparate mit der Behandlung jener in 
prinzipieller Hinsicht so wichtigen Frage in Zusammenhang steht. Wir 


—— Desplralionskammer 


—— Zufuhr vor Sauerseoff 


ABSOTDOELOR VOorL 
CO2 AH30 


Fig. 314. 


erwähnen die älteren Apparate von Regnault und Reiset!), Seegen und 
Nowak?) und die modernen von Krogh®) und von Oppenheimer*). 

Die angeführten Apparate sind verhältnismäßig klein. Apparate, 
welche sich für Respirationsversuche an Menschen eignen, sind nach diesem 


!) Regnault et Reiset, Recherches chimiques sur la respiration des animaux des 
diverses celasses. Ann. de chim. et de phys. [3.] T. 27. p. 299 (1849). Übers. in den Ann. 
d. Chem. u. Pharm. Bd. 73. S. 92 (1850). 

2) Seegen und Nowak, Versuche über die Ausscheidung von gasförmigem Stick- 
stoff aus den im Körper umgesetzten Eiweißstoffen. Arch. f. d. ges. Physiol. Bd. 19. 
S. 347 (1879). 

3) Krogh, Experimentelle Untersuchungen über die Ausatmung freien Stickstoffs 
aus dem Körper. Sitzungsber. d. Wiener Akad. Bd. 115. Abt. 3 (1906); engl. in Skand. 
Arch. f. Physiol. Bd. 18. S. 364 (1906). 

4) Oppenheimer, Über die Frage der Anteilnahme elementaren Stiekstoffs am Stoff- 
wechsel der Tiere. Bioch. Zeitschr. Bd. 4. S. 328 (1907). 


Gesamtstoffwechsel: Methodik des Energiestoffwechsels. 1145 


Typus von Hoppe-Seyler‘) und von Atwater und Benedict?) konstruiert 
worden. 

Die Arbeiten von Krogh und von Atwater und Benedict enthalten in 
reichlicher Menge wert- 
volle Angaben betreffs 
konstruktiver Details. 

In Fig. 314 wird 
die Versuchsanord- 
nung in schematischer 
Weise dargestellt. Ein 
Apparat nach diesem 
Typus besteht aus Re- 
spirationskammer, An- 
ordnungen für die Ab- 
sorption von Kohlen- 
säure und Wasserdampf 
und für die Zufuhr von 
Sauerstoff, Pumpwerk, 
das die Luft durch die 
Absorptionsgefäße treibt 
und schließlich Vorrich- 
tungen zur Entnahme 


Fig. 315. 
Rotationspumpe von Atwater und Benedict. 
von Luftproben. IR SO Die Luft her sein und wirdhei b ausgetrieben. Die Pistons G 


werden von Spiralfedern gegen die innere Oberfläche des Zy- 


chen Fällen, ım denen linders A während der Umdrehung der Trommel B gedrückt. 


brennbare Gase von dem 


INN 


\ 


Enn 
„sunnsE 


Fig. 316. 


Absorptionszylinder nebst Scheiben von Natronkalk. (Atwater und Benedict.) 


Versuchstier abgegeben werden, schaltet man in die Leitung ein Ver- 
brennungsrohr ein. 


‘) Hoppe-Seyler, Apparat zur Messung der respiratorischen Aufnahme und Ab- 
gabe von Gasen am Menschen nach dem Prinzipe von Regnault. Zeitschr. f. physiol. 
Chem. Bd. 19. S. 574 (1894). 

°) Atwater and Benedict, A respiration ealorimeter with appliances for the direet 
determination of oxygen. Washington (1905). 
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Die Bereehnung des Sauerstoffverbrauches und der Abgabe von 
Kohlensäure und Wasser, eventuell auch der Abgabe oder Aufnahme von 
Stickstoff, wird nach der Formel p + ß, V, — £, V, ausgeführt. p bezeichnet 
die während der Versuchsperiode zugeführte bzw. die absorbierte Menge 
des betreffenden Gases, £, und £, den Gehalt desselben und V, und V, 
das Volumen des Gasraumes — Kammer und Leitungen — am Anfang 
und Ende der Versuchsperiode. 

Da es mit gewissen Schwierigkeiten verbunden sein kann, das Volumen 
des Gasraumes bzw. die Temperatur und den Druck in demselben genau 
zu bestimmen, ordnet man im allgemeinen die Versuche in der Weise an, 
daß die Größe ß, V;, — £, V, möglichst klein im Vergleich mit der Größe p 
ausfällt, d. h. die Respir ationskammer wird möglichst klein genommen, so daß 
die in demselben enthaltene Luftmenge während einer Versuchsperiode 
mehrmals durch die Absorptionsgefäße getrieben wird. Weiter sucht man 


Fig. 317. 
Absorptionsgefäß, enthaltend konzentrierte Schwefelsäure. (Atwater und Benediet.) 


Temperatur, Feuchtigkeit und Druck in der Kammer während der Versuchs- 
periode möglichst konstant zu halten, oder jedenfalls die Schwankungen 
derselben möglichst genau zu bestimmen. Bei kleineren Apparaten wird 
die Kammer nebst den Leitungen und dem Pumpwerke in ein Wasserbad 
versenkt (siehe Fig. 318 und 319). Bei größeren Apparaten sorgt man am 
besten durch elektrische Ventilatoren für eine gleichmäßige Temperatur 
in der Kammer. | 

Das Treiben der Luft durch die Absorptionsgefäße verursacht Druck- 
schwankungen. Bei den Ablesungen läßt man daher das Pumpwerk stillstehen. 
Die Apparate von Krogh und von Atwater und Benedict sind mit beson- 
deren Vorrichtungen versehen, um Druckdifferenzen zwischen Kammer- und 
Außenluft auszugleichen.!) Die entsprechenden Volumschwankungen werden 
in solchem Falle berücksichtigt. 


!) Siehe Fig. 318: Kompensationsbehälter. 
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Pumpwerk. Bei den älteren Apparaten wurden zwei durch Schläuche 
miteinander verbundene Absorptionsgefäße durch eine Schaukelvorrichtung 
abwechselnd erhöht und gesenkt. Die hierbei entstehende Bewegung der 
Luft in den Leitungen wurde mittelst Ventilen in einen gleichgerichteten 
Strom verwandelt. Oppenheimer bedient sich feiner einfachen Pumpe 
mit den Absorptionsgefäßen als Ventile angeordnet (siehe Fig. 319). 
Atwater und Benedict wenden eine Rotationspumpe mit Exzentervorrich- 
tung an, welche zur Sicherung gegen Leckage in Öl versenkt wird (siehe 
Fig. 315). Krogh läßt den Pumpenkolben von Magneten treiben, welche 
der Außenseite des Zylinders entlang gleiten (siehe Fig. 318). 


E 
E 
E 
EB 
E 
Ä 


Fig. 318, 
Respirationsapparat von Krogh. 


Absorption von Kohlensäure. Meistens läßt man die Kohlen- 
säure von Ätzalkali oder Ätznatron aufnehmen. Von der Flüssigkeit 
werden vor und nach dem Versuche aliquote Teile in einen Überschuß 
von Schwefelsäure hinübergeleitet, die in dem Rezipienten einer Queck- 
silberpumpe enthalten ist. Nach Auspumpen wird die Kohlensäure“ durch 
Analyse in einem Pettersonschen Apparate bestimmt. Haldane hat zur 
Aufnahme der Kohlensäure die Anwendung von Natronkalk eingeführt und 
Atwater und Benedict haben zu diesem Zwecke besondere Absorptions- 
zylinder konstruiert (siehe Fig. 316). Die Luft wird in getrocknetem Zustande 
in die Zylinder eingetrieben und geht unmittelbar nachher durch ein Ge- 
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fäß mit konzentrierter Schwefelsäure, welche das dem feuchten Natronkalk 
entnommene Wasser wieder aufnimmt. Die Gewichtszunahme der beiden 
Gefäße während einer Versuchsperiode gibt die betreffende Kohlensäure- 
entwicklung an. 

Absorption von Wasser. Meistens läßt man die Bestimmung der 
Wasserabgabe beiseite. Nur bei dem Apparat von Atwater und Benedict 
finden sich besondere zu diesem Zwecke konstruierte Vorrichtungen (siehe 
Fig. 317). Der Wasserdampf wird von konzentrierter Schwefelsäure; auf- 
genommen und die Menge desselben durch die Gewichtszunahme des be- 
treffenden Absorptionsgefäßes angegeben. 


S NIS 


Fig. 319. 
Respirationsapparat von Oppenheimer. 
A Sauerstoffflasche; B Druckgefäß; Ü Respirationskammer, in Wasser versenkt; D Wanne mit 


Pumpe f und Kaliventilen; F Motor; @ Wasserstrahlpumpe zum Durchblasen von Luft; k Zweig- 
leitung zur Probeentnahme von Sauerstoff. 


Zufuhrvon Sauerstoff. Krogh hat einen Vorgang beschrieben, um 
möglichst reinen Sauerstoff in die Leitung zur Respirationskammer einzu- 
lassen und zugleich den Druck im ganzen System — Respirationskammer, 
Leitungen und Absorptionsgefäße — zu regulieren. Bei Versuchen, bei denen 
größere Mengen Sauerstoff verbraucht werden, bedient man sich des soge- 
nannten reinen Sauerstoffs des Handels. Derselbe kann nicht direkt aus der 
Bombe in die Leitung zur Respirationskammer eingelassen werden. Erstens 
muß der Druck etwa bis Atmosphärendruck herabgebracht werden, zweitens 
muß das Gas von beigemengter Kohlensäure befreit werden, und wenn 
man die Wasserabgabe des Versuchsindividuums bestimmen will, auch ge- 
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trocknet werden. Der käufliche Sauerstoff enthält wechselnde Mengen von 
Stickstoff und man muß daher den Inhalt der betreffenden Bombe analy- 
sieren. Die in die Respirationskammer eingeführte Sauerstoffmenge wird 
entweder aus der Gewichtsabnahme der Sauerstoffbombe berechnet (Atwater 
und Benediet) oder mittelst einer Gasuhr gemessen (Hoppe-Seyler) oder 
in der Weise ermittelt, daß man das Gewicht des Wassers bestimmt, 
welches aus einem Niveaugefäß in den Sauerstoffbehälter einströmt, je 
nachdem das Gas in die Respirationskammer eingelassen wird (Oppen- 
heimer, siehe Fig. 319). 


Typus 2. 


Unter den nach dem Prinzipe von Pettenkofer und Voit konstruierten 
Respirationsapparaten sind außer dem ursprünglichen Pettenkoferschen), die 
Apparate der folgenden Autoren zu erwähnen: Liebermeister?), Haldane®°), 
Sonden und Tigerstedt*), Atwater und Rosa®) und Jaquet®). 


Bei den meisten von jenen Apparaten läßt sich nur die Kohlen- 
säureproduktion des Versuchsindividuums mit hinreichender Genauigkeit 
bestimmen. Die Bestimmung der Wasserabgabe wird immer dadurch er- 
schwert, daß die Wände der Respirationskammer und die verschiedenen 
Geräte in derselben die Feuchtigkeit der Luft in oft unberechenbarer 
Menge absorbieren. Man sucht diese Fehlerquelle zu beseitigen, indem man 
die Temperatur und die Dampfspannung der Luft in der Kammer während 
der Versuchsperiode möglichst konstant hält. Was den Sauerstoffver- 
brauch betrifft, hat nur Jaquet denselben direkt bestimmt. Bei den übrigen 
Methoden, welche sich auf das Prinzip von Pettenkofer und Voit gründen, 
wird der Sauerstoffverbrauch als Differenz zwischen einerseits dem An- 
fangsgewicht und der Einnahme des Versuchsindividuums, andrerseits dem 
Endgewicht und den Ausgaben bestimmt. Sämtliche Versuchsfehler häufen 
sich bei diesem Verfahren auf die Bestimmung des Sauerstoffverbrauches. 
Besonders können die ungenauen Bestimmungen der Wasserabgabe grobe 
Fehler herbeiführen. Die unten beschriebene Methode von Haldane bietet 


1) Pettenkofer, Über die Respiration. Ann. d. Chem. u. Pharm. Suppl.-Bd. 2. 
S.1 (1862). 

2) Liebermeister, Untersuchungen über die quantitativen Veränderungen der Kohlen- 
säureproduktion beim Menschen. Deutsch. Arch. f. klin. Med. Bd. 7. S. 75 (1870). 

3) Haldane, A new form of apparatus for measuring the respiratory exchange of 
animals. Journ. of Physiol. Vol. 13. p. 419 (1892). 

4) Sonden und Tigerstedt, Untersuchungen über die Respiration und den Gesamt- 
stoffwechsel des Menschen. Skand. Arch. f. Physiol. Bd. 6. S. 1 (1895). 

5) Atwater and Rosa, A respiration calorimeter and experiments on the conser- 
vation of energy in the human body. Tenth annual report of the Storrs agrieultural 
experiment station. p. 212 (1897). 

6) Jaquet, Ein neuer Apparat zur Untersuchung des respiratorischen Stoffwechsels 
des Menschen. Verhandl. d. naturforsch. Ges. in Basel. Bd. 15. S. 252 (1903). 
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in dieser Hinsicht einen Vorteil dar, indem das Versuchstier zusammen 
mit der Kammer gewogen wird. 

Die Bestimmungen der betreffenden Gasmengen werden in zwei ver- 
schiedenen Weisen ausgeführt. Entweder leitet man den Ventilationsstrom, 
wie bei den Apparaten nach dem Prinzip von Regnault und Reiset, durch 
Absorptionsgefäße, deren Gewichtszunahme bestimmt wird, oder man mißt 
die Ventilationsgröße und entnimmt Luftproben, deren Zusammensetzung 
mittelst gasanalytischer Methoden festgestellt wird, 

Als Beispiel des Absorptionsverfahrens wollen wir die Methode 
von Haldane beschreiben. In Fig. 320 wird die Versuchsanordnung wieder- 
gegeben. 

Die Absorptionsgefäße 7 und # enthalten Natronkalk, 2, 3 und 5 
mit Schwefelsäure durchgetränkte Bimssteinstücke. In Z und 2 wird die 
Luft vor dem Eintritt in die Respirationskammer (Ch) von Kohlensäure 


} 
Teawebyns 
1} 
RER 
PAR 
= ER Sl BE 
= E 


Fig. 320. 


Respirationsapparat von Haldane. 


und Feuchtigkeit vollständig befreit. In den Flaschen 3 und # wird die 
aus der Kammer stammende Feuchtigkeit bzw. Kohlensäure absorbiert. Die 
Flasche 5 nimmt das aus dem feuchten Natronkalk in der Flasche 4 
stammende Wasser auf. Die Kammer mit dem Tiere und die Flaschen 3, 
4, 5 werden am Anfang und am Ende der Versuchsperiode gewogen, und 


1 


zwar die Flaschen # und 5 zusammen. 


Mit Anwendung folgender Bezeichnungen: 
Kammer Flasche 3 Flasche 4 u. 5 
Anfangsgewicht user, dr Pı 
Iindgewicht " Re ar 3% Ge P> 


können wir die Kohlensäureproduktion (CO,), die Wasserabgabe (H,O) und 
den Sauerstoifverbrauch (O,) folgendermaßen berechnen : 

(CO,) = pP; —Pı 

(0) = —9; 

(9) SR +E+n)-M+tPp tn) 
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Für die Berechnung braucht man nicht die Ventilationsgröße zu 
messen. Die Gasuhr M ist in die Leitung eingeschaltet, um die Geschwin- 
diekeit des Luftstromes zu kontrollieren und somit die vollständige Ab- 
sorption der Kohlensäure und der Feuchtigkeit zu sichern. 

Es wird bei der Berechnung vorausgesetzt, dal) die Veränderungen 
der Luft in der Respirationskammer während .der betreffenden Versuchs- 
periode belanglos sind.) Besonders mul) beachtet werden, daß die Er- 
gebnisse der Wägungen der Kammer, und somit auch die Genauigkeit bei 
der Bestimmung des Sauerstoffverbrauches, von der Temperatur der Luft 
in der Kammer abhängen. 

Bei Apparaten für größere Versuchstiere wird nicht der ganze Ven- 
tilationsstrom durch die Absorptionsgefäße geleitet, sondern nur ein ali- 
quoter Teil desselben. 

Die Versuchsanordnung bei Anwendung gasanalytischer Metho- 
den wird in Fig. 5321 schematisch angegeben. 


Zufuhr vor 
almospr. Zul 


Respiralions-Kammer 


Zrinarme vor 
LZULEprOBerL 


Fig. 321. 


Für die Zufuhr wird atmosphärische Luft angewendet, deren Zusam- 
mensetzung als bekannt angenommen werden kann. Die Gasuhr gibt das 
Volumen der in einer Versuchsperiode ausventilierten Luft an. Von dem 
Ventilationsstrome kann man, wie Jaquet, Atwater und Rosa, einen ali- 
quoten Teil abzweigen, welcher für die Analyse verwendet wird. Bei den 
Apparaten von Liebermeister und von Tigerstedt und Sonden werden 
Proben am Anfang und am Ende jeder Versuchsperiode entnommen. 


Zur Analyse der entnommenen Luftproben eignen sich am besten die 
von O. Petterson und Klas Sonden konstruierten Apparate. ?) 


Wenn man die durchschnittliche Zusammensetzung der ausventilierten 
Luft bestimmt (Jaquet), wird die Berechnung folgendermaßen ausgeführt. 


!) Siehe unten. 
?®) Über die Methoden der Gasanalyse vergl. S. 554 ff. 


Abderhalden, Handbuch der biochemischen Arbeitsmethoden. IIT. 73 
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En 


Setzen wir 
V = Volumen (m?) der ausventilierten Luft auf 0° und 760 mm reduziert. 
% — Kohlensäuregehalt (pro Mille) der ausventilierten Luft, 


k 


Be S » „ atmosphärischen Luft, 
y = Sauerstoffgehalt be 5 „ ausventilierten Luft, 
= & $ atmosphärischen Luft, 


1000—(ß+y) 

- 1000—(&,+Yo)' 

so erhalten wir für die betreffende Versuchsperiode 
die Kohlensäureproduktion = (ß—eß,) V .. . Liter 
den ’Sauerstoffverbrauch - =(ey,—y) VW. 7%, 

Es wird bei dieser Berechnung!) vorausgesetzt, dab die Zusam- 
mensetzung der Luft in der Respirationskammer während der 
betreffenden Versuchsperiode keine Veränderung erleidet oder 
jedenfalls, daß die Schwankungen derselben belanglos sind. Um dies zu er- 
reichen, nimmt man das Volumen der Respirationskammer mög- 
lichst klein und ordnet die Versuche so an, daß die Kohlensäure- 
produktion des Versuchsindividuums während der Versuchs- 
periode sich möglichst unverändert hält. Bei kurzdauernden 
Versuchen wird also entweder vollständige Ruhe eingehalten oder eine 
bestimmte Arbeit pro Zeiteinheit verrichtet. Unter solchen Verhältnissen 
tritt bald ein stationärer Zustand in der Respirationskammer ein, und 
wenn möglich, wartet man diesen Zeitpunkt für den Anfang der eigent- 
lichen Versuchsperiode ab. Bei Versuchsperioden längerer Dauer treten die 
in der Respirationskammer enthaltenen Gasmengen neben den ausventi- 
lierten in den Hintergrund und die Schwankungen der ersteren können ganz 
vernachlässigt werden. 

Der Apparat von Sonden und Tigerstedt zeichnet sich im Vergleich 
mit den oben besprochenen dadurch aus, daß die Respirationskammer ver- 
hältnismäßig groß ist. Man erreicht dadurch gewisse Vorteile. Die Versuchs- 
person kann sich sehr bequem machen, was bei langdauernden Ver- 
suchen von Bedeutung ist. Man kann leicht Ergostaten, Leitern zum Klettern, 
verschiedene Arbeitsmaschinen usw. anbringen, und man kann mehrere‘ 
Versuchspersonen auf einmal untersuchen. Der Kohlensäuregehalt der Luft 
erreicht keine höheren Werte und die Verhältnisse in der Kammer weichen 
von denjenigen im gewöhnlichen Leben sehr wenig ab. Andrerseits aber 
stellt diese Methode große Anforderungen an die Empfindlichkeit der ange- 
wendeten gasanalytischen Methoden. Sogar die sehr empfindliche Petterson- 
sche Methode reicht zur Bestimmung des Sauerstoffs nicht aus. Zurzeit kann 
also nur die Kohlensäureproduktion mit diesem Apparate bestimmt werden. 

In bezug auf die Versuchsanordnung wird das Verfahren von Sonden 
und Tigerstedt wie dasjenige von Liebermeister dadurch gekennzeichnet, 


!) Wie bei der oben erwähnten Haldaneschen Methode. 


Ze Ze Ze 
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daß man nicht Durchschnittsproben während einer Versuchsperiode ent- 
nimmt, sondern die Zusammensetzung der Luft in der Respirationskammer 
in gewissen Momenten bestimmt. Die Luft in der Kammer muß also gut 
gemischt werden und die Probeentnahme sehr schnell vor sich gehen. 

Die Temperatur der Kammer wird durch Distanzthermometer, welche 
an verschiedenen Plätzen angebracht sind, ermittelt. Die Feuchtigkeit be- 
stimmt man mittelst Psychrometer. In der Kammer befindet sich ein von 
außen reeulierbarer Kalorifer, durch welchen man sowohl kaltes wie warmes 
Wasser leiten kann. 

Die Luftproben werden direkt aus der Kammer entnommen. Gleich- 
zeitig liest man die Thermometer, den Psychrometer, den Barometer und 
den Stand der Gasuhr ab. 


Bei der Berechnung wenden wir die folgenden Bezeichnungen an: 
V = Volumen (m?) der während der Versuchsperiode aus der Kammer 
ausströmenden Luft, 
A = Volumen (m?) der Luft in der Kammer (Luftkubus), 
t = Temperatur in der Kammer, Mittel für die Versuchsperiode, 
pP = Dampfdruck (mm Hg) p)] v2] P] P)] p>] 2 P)] 
B = Barometerstand, 
&, = Kohlensäuregehalt (pro Mille) der einströmenden (atmosphärischen) 
Luft. 
in der Kammer am Anfang der Versuchsperiode, 
„ » Ende ” 


Wenn es sich nur um die Berechnung der Kohlensäureabgabe han- 
delt, kann man das Volumen der einströmenden Luft gleich V setzen. Das 
Volumen V wird aus den Angaben der Gasuhr unter Berücksichtigung der 
Temperatur- und Feuchtigkeitsdifferenzen der Kammer und der Gasuhr 
berechnet. Durch Regulieren der Ventilation bezüglich der Dauer der Ver- 


"To 
- 


suchsperiode kann man das Verhältnis : in der Weise abpassen, daß der 


Kohlensäuregehalt während der Versuchsperiode fast linear 
wächst. Unter diesen Verhältnissen läßt sich die Kohlensäureabgabe (CO,) 
in folgender Weise berechnen !): 


1 B—p P} [2 T 
en 

Es ist zu bemerken, daß die mittelst des Analysenapparates erhal- 
tenen Werte des Kohlensäuregehaltes sich auf trockene Luft beziehen. In 
der angeführten Formel bezeichnet p das Mittel von dem Dampfdruck p, 
und p,; am Anfang und am Ende der Versuchsperiode. Wenn die Differenz 
Ps—pı mehrere Millimeter beträgt, z. B. bei intensiver Muskelarbeit, muß 


+ 
2 


(C0,) = 1'966 . — Vß, ...Gramm 


!) Die Zuverlässigkeit dieser Berechnungsweise ist mehrmals geprüft, siehe Tora 
Rosenberg, Prüfung des Sonden-Tigerstedtschen Respirationsapparates. Skand. Arch. f. 
Physiol. Bd. 16. S. 79 (1904). 
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man die einzelnen Werte ß, und ß,, welche sich auf trockene Luft beim 
Drucke B—p, bzw. B—p, beziehen, auf feuchte-Luft beim Drucke B um- 
rechnen. Diese Korrektur läßt sich nach der Formel: 


9 p obs 
B korr = Bobs a au 7 ) 


ausführen. 


eSesSssbeseseasnEsE 


VIRRLSERSIEILSTEILSCOIRTITERSÜHRR: ZN DLRELLESLZEOR 


Aalen 


DEE ER BB: AZ 


N 
N 


IRRRÜÜÜRÜÜÜRÜRÜQÜQÜÜ 


mr 
III 


AZ RNIT, 


N 


u 


KFÄIUIICH III ES 
N 


G DER GREEN 
EDGE: GÜTE 


DZZZZZARZLZRE 


DRRKEIEEEIIEIHE: 


EIIIIIEEID. 


Fig. 322. 
Apparat zur Entnahme von Luftproben (Johansson). 


Durch den Schlauch D und das Rohrsystem C C können die Pipetten I—-X mit Quecksilber aus 
der Füllkugel E gefüllt werden bzw. vollständig luftleer gemacht werden. Die schiefe Stellung 
des Hahnes © ermöglicht die Pipette I! zu evakuieren, ohne Luftblasen unterhalb des Hahnes F 
in der schon evakuierten Pipette / zu erhalten usw. Durch das Rohr A wird mittelst einer Wasser- 
strahlpumpe ein Luftstrom aus der Respirationskammer gesaugt. Das Kapillarrohr B führt zum 
Analysenapparat. Wird eine luftleere Pipette durch Drehung des Hahnes @ mit dem Hahn Ain Ver- 
bindung gesetzt, so füllt sich die Pipette in wenigen Sekunden mit Luft aus der Respirationskammer. 


Pumpwerk. Bei den Apparaten nach dem Prinzip von Pettenkofer 
und Voit wird die Luft durch das System —- Respirationskammer und 
Absorptionsgefäße — gesaugt. Man bedient sich entweder Saugzylin- 
dern, Wasserstrahlpumpen, Rotationspumpen, oder man läßt die Achse 
der Gasuhr, welche die Ventilationsluft mißt, von einem Motor getrieben 
werden. Durch eine besondere Leitung wird atmosphärische Luft zugeführt. 
Diese Leitung muß in der Weise angeordnet sein, daß bei plötzlichen 
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Windstößen auf diesem Wege keine Luft aus der Kammer ausgesaugt 
werden kann. 

Es werden dieselben Absorptionsvorrichtungen angewendet wie 
bei den Apparaten nach Typus 1. Bei dem Apparat von Atwater und Rosa 
wird sowohl die einströmende wie die aus der Kammer ausgesaugte Luft 
bis etwa — 20°C abgekühlt. Das kondensierte Wasser wird gewogen, 

Probeentnahme. Zur Entnahme von Durchschnittsproben be- 
dient man sich meistens eines von Zuntz eingeführten Verfahrens, welches 
weiter unten (S. 1156) beschrieben wird. Atwater und Rosa haben eine von 
Blakeslee konstruierte „Meßpumpe“ angewendet. 

Eine Vorrichtung zur Entnahme von Luftproben in bestimmten 
Zeitmomenten hat Johansson!) beschrieben. Sie ist in Fig. 322 dar- 
gestellt. 


Typus 3. 


Die hierher gehörigen Methoden zeichnen sich dadurch aus, daß man 
ausschließlich den respiratorischen Gaswechsel bestimmt. Die Respi- 
rationswege des Versuchsindividuums werden direkt mit der Ventilations- 
.leitung verbunden. Man untersucht also die Exspirationsluft direkt, ohne 
dieselbe sich mit der Außenluft mischen zu lassen. Es brauchen daher nicht so 
große Anforderungen an die Empfindlichkeit der angewendeten gasanalyti- 
schen Methoden gestellt zu werden, und infolgedessen kann auch die Sauer- 
stoffaufnahme bequem bestimmt werden. Da keine Respirationskammer 
nötig ist, wird der ganze Apparat transportabel. Die Versuchsanordnung 
macht es auch möglich, das Atemvolum bzw. die Größe der Atemzüge zu 
bestimmen. Andrerseits kommt die Komplikation hinzu, daß das Ver- 
suchsindividuum statt frei durch Maske, Mundstück oder andere Vor- 
richtungen atmen muß). 

Das Verfahren hat im Laboratorium von Zuntz einen hohen Grad 
von Vollendung erhalten. Fig. 323 gibt die Versuchsanordnung wieder. ?) 
Der Apparat besteht aus Mundstück mit Ventilen, Gasuhr mit einer Vor- 
richtung zur Entnahme von Luftproben und einem Gasanalysenapparat. 
Das Mundstück besteht aus einer Hartgummiplatte, welche zwischen die 
Lippen bzw. Backen und die Kiefer geschoben wird. Die Nase wird mit- 
telst einer Klemme oder durch Einführen von Baumwollebäuschen ver- 
schlossen. 

Die In- und Exspirationsluft werden durch Ventile voneinander ge- 
schieden. Zuntz benutzt zu diesem Zwecke sog. Darmventile. Die Ventil- 
klappe besteht aus einem Stück Rinderdarm, welches um das Ende eines 
Glasrohres befestigt wird. Das Darmstück hat vorher in Glyzerin gelegen. 
Das Glasrohr mit dem Darmstück wird in ein weiteres Rohr hineingeführt 


!) Johansson, Über den Einfluß der Temperatur in der Umgebung auf die Kohlen- 
säureabgabe des menschlichen Körpers. Skand. Arch. f. Physiol. Bd. 7. 8.148 (1896). 

?) Geppert, Die Einwirkung des Alkohols auf den Gaswechsel des Menschen. 
Arch. f. experim. Path. u. Pharm. Bd. 22. S. 367 (1887). 
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und, wie Fig. 323 zeigt, mittelst eines Gummistöpsels am Ende desselben 
befestigt. 

Die Exspirationsluft wird mittelst einer Gasuhr gemessen. Aus der 
Leitung nach der Gasuhr wird während der Versuchsperiode eine Durch- 
schnittsprobe in eine Pipette hineingesaugt. Die Pipette, welche sich in 
der Wanne W (Fig. 323) befindet, ist am Anfang der Versuchsperiode mit 
Quecksilber gefüllt. Je nachdem das Quecksilber durch den Schlauch D ab- 
fließt, füllt sich die Pipette durch das obere Ende mit Luft aus der Ex- 
spirationsleitung. Das Abfließen des Quecksilbers wird in folgender Weise 
geregelt. Die Achse der Gasuhr trägt ein Rad, um welches die in der 
Fig. 323 sichtbare Schnur gewickelt ist. Die kapillare Mündung A des 


inzl 


Fig. 323. 
Der Zuntz-Geppertsche Apparat zur Untersuchung des Lungen-Gaswechsels. 


Schlauches ist an dieser Schnur befestigt und wird während der Umdre- 
hung der Gasuhr allmählich gesenkt. Die zum Analysenapparat'!) gehören- 
den Büretten befinden sich in der Wanne W. 

In modifizierter Form kann der ganze Apparat von der Versuchs- 
person beim Marschieren getragen werden (siehe Fig. 324). Die Exspira- 
tionsluft wird in solchem Falle durch eine trockene Gasuhr gemessen. ?) 

Das. von der Gasuhr angegebene Volumen der Exspirationsluft wird 
auf 0° und 760 mm reduziert. Zu diesem Zwecke hat Zuntz ein Instru- 


!) Die gasanalytischen Methoden werden in einer anderen Abteilung behandelt. 
?) Zuntz u. a., Das Höhenklima. Berlin 1906. 
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ment, Thermobaro- 
meter, konstruiert. In 
einem Glasgefäß, das 
mit einem Kapillarrohr 
verbunden ist, wird 
mittelst eines Wasser- 
tropfens eine Luftmenge 
abgesperrt. Das Kapil- 
larrohr trägt eine Gra- 
duierung, deren Teil- 
strich 100 dem Volumen 
der abgesperrten Luft 
bei 0° und 760 mm ent- 
spricht. Die abgesperrte 
Luftmenge soll bei der 
Anwendung des Instru- 
mentes dieselbe Tem- 
peratur, Feuchtigkeit 
und Druck annehmen 
wie die zu messende 
Luftmenge. 


Die Berechnung 
wird  folgendermalen 
ausgeführt: 


Fig. 324. 
Trockene Gasuhr mit Gassammelrohr. 


V= Volumen (cm?) der während einer Versuchsperiode ausgeatmeten 
Luft, auf 0° und 760 mm reduziert, 
8 — Kohlensäuregehalt (°/,) der Exspirationsluft, 


RR E (°/,) der Inspirationsluft (atmosphärische Luft), 

y = Sauerstoffgehalt (°/,) der Exspirationsluft, 

Ye R (°/,) der Inspirationsluft (atmosphärische Luft), 

Bee ery 
a 110 — (ßo + 0)’ Ben 
Kohlensäureabgabe — wel. cm>, 
Sauerstoffverbrauch = —Iy.,... n3. 
100 \ cm 


Tissot‘) hat einen Apparat beschrieben, bei welchem die Exspira- 
tionsluft in einen genau equilibrierten Spirometer während der Versuchs- 
periode aufgesammelt und gemessen wird. 

Zu diesem Typus ist auch ein von Benedict) angegebener Apparat 
zu rechnen. Die Versuchsperson atmet direkt in die Ventilationsleitung, 


!) Tissot, Nouvelle m&thode de mesure et d’interruption du debit et des mouve- 
ments respiratoires. Journ. de physiologie et de pathologie generale. p. 692 (1904). 

?) Benedict, An apparatus for studying the respiratory exchange. Amer. Journ. 
of Physiology. Vol. 24. p. 345 (1909). 


1158 J. E. Johansson. 


welche in derselben Weise wie bei dem oben erwähnten Typus 1 ange- 
ordnet ist. Die Leitung enthält aber keine Ventile zur Trennung der In- 
und Exspirationsluft. 


V. Kalorimeter. 


Die Kalorimeter, welche zur direkten Bestimmung der Wärmepro- 
duktion bei Menschen oder Tieren dienen, zeichnen sich dadurch aus, daß 
das Innere, der eigentliche Kalorimeterraum, ventiliert wird. Die betreffen- 
den Apparate können gleichzeitig als KRespirationsapparate eingerichtet 
sein und werden in solchem Falle Respirationskalorimeter genannt. 

Es werden ganz andere Forderungen an diese Apparate gestellt als 
an die Kalorimeter für rein physikalische Zwecke. Die einzelnen Versuche 
dauern Stunden oder Tage. Um eine Versuchsperson oder ein größeres 
Versuchstier aufnehmen zu können, müssen die Apparate sehr groß sein. 
Die zu bestimmenden Wärmemengen werden daher auf verhältnismäßig 
große Massen verteilt. Während einer Versuchsperiode darf die Tempe- 
ratur in der nächsten Umgebung des Versuchsindividuums 
keine größeren Schwankungen erleiden. Dagegen ist es wünschens- 
wert, Versuche bei verschiedener Temperatur anstellen zu können. 

Die physiologische Kalorimetrie zielt zunächst darauf ab, die Inten- 
sität — Kalorien pro Zeiteinheit — einer Wärmequelle zu be- 
stimmen. Es leuchtet hieraus ein, daß) solche Methoden, bei welchen die 
zu messende Wärmemenge innerhalb des Kalorimeters angehäuft wird, sich 
für die physiologischen Untersuchungen wenig eignen.!) Man ist daher 
immer mehr zu Methoden übergegangen, bei welchen die von dem betreffen- 
den Versuchsindividuum abgegebene Wärmemenge sukzessive aus dem Kalo- 
rimeter entfernt wird. Wir können diese Methoden in drei Gruppen teilen. 

Gruppe 1. Absorptionskalorimeter oder Kalorimeter für 
konstante Temperatur. Der Kalorimeter, welcher von dem umgebenden 
Medium möglichst vollständig isoliert ist, enthält besondere Vorrichtungen 
zur Absorption derjenigen Wärme, die das Versuchsindividuum abgibt. Die 
Temperatur im Kalorimeterraum wird hierdurch konstant erhalten. 

Gruppe 2. Strahlungskalorimeter. Die von dem Versuchsindi- 
viduum abgegebene Wärmemenge wird durch die Wände des Kalorimeters 
auf das umgebende Medium übertragen, dessen Temperatur möglichst kon- 
stant erhalten wird. 

Gruppe3. Anemokalorimeter. Die Wärmequelle im Kalorimeter- 
raum bewirkt einen Luftstrom, welcher zur Bestimmung der abgegebenen 
Wärmemenge benutzt wird. 

1. Absorptionskalorimeter oder Kalorimeter für konstante 
Temperatur. Am einfachsten läßt man die Wärmemenge, welche die zu 
untersuchende Wärmequelle abgibt, von dem Ventilationsstrom aus dem 
Kalorimeterraum aufgenommen werden (Ventilationskalorimeter). Man 

') Eine Reihe von Apparaten, nach dem Prinzip des gewöhnlichen Wasserkalori- 


meters konstruiert, wird von Haldane, White und Washburn erwähnt. Journ. of Physiol. 
Vol. 16. p.124 (1894). 
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hat nur die Temperatur und Feuchtigkeit der ein- und ausströmenden 
Luft samt der Ventilationsgröße zu bestimmen und kann daraus die be- 
treffende Wärmemenge berechnen. Apparate nach diesem Prinzip sind von 
d’Arsonval‘) und von Lefevre?) beschrieben. Die spezifische Wärme der 
Luft ist aber sehr gering und man muß) daher verhältnismäßig große Luft- 
mengen durch den Kalorimeterraum treiben, was störend ist, besonders 
wenn man gleichzeitig den Gaswechsel untersuchen will. 

Da der Ventilationsstrom nicht hinreichend ist, um die vom Ver- 
suchsindividuum abgegebene Wärmemenge aufzunehmen, muß man beson- 
dere Absorptionsvorrichtungen anwenden. Man läßt die betreffende Wärme- 
menge von schmelzendem Eis, von einer verdampfenden Flüssigkeit oder 
von einem Wasserstrom aufnehmen. 

Die Wärmeabsorption findet entweder in einem Mantelraum rings 
um den Kalorimeterraum statt, oder es wird eine Absorptionsvorrichtung 
in dem Kalorimeterraum selbst angebracht. Das erstere ist der Fall bei 
den Eiskalorimetern von Zavoisier und Laplace und von Bunsen, bei den 
Verdampfungskalorimetern von Rosenthal?) und von d’Arsonval*) und bei 
den selbstregulierenden Wasserkalorimetern von d’Arsonval*) und von Le- 
Fevre5). Eine Wärmeabsorption im Innern des Kalorimeterraumes findet 
statt bei dem Respirationskalorimeter von Atwater, Rosa und Benediect ®) 
und bei dem Apparat von Marcet ’?). 

Die Eiskalorimeter eignen sich wenig für Tierversuche, weil das 
Tier bei der niedrigen Temperatur im Kalorimeterraum unter abnorme 
Verhältnisse kommt. 

In Fig. 525 teilen wir das Schema eines Verdampfungskalori- 
meters mit. Bis jetzt haben aber diese Apparate nur geringe Anwendung 
in der physiologischen Kalorimetrie gefunden. 

Bei den meisten Absorptionskalorimetern für physiologische Zwecke 
wird die im Kalorimeterraum abgegebene Wärmemenge von einem Wasser- 
strom aufgenommen. Wenn man diesen Strom, in ähnlicher Weise wie den 
Gaszufluß bei den Thermoregulatoren, nach der Wärmeentwicklung im 
Kalorimeterraum abstuft, erhält man einen selbstregulierenden Apparat. 

d’Arsonvals selbstregulierender Kalorimeter für kon- 
stante Temperatur besteht aus zwei konzentrischen Metallzylindern 
(Fig. 326). Der innere begrenzt den eigentlichen Kalorimeterraum. Der 

!) d’Arsonval, Soc. Biol. 29 mai 1886. 

?) Lefevre, La calorimötrie par ventilation. Journ. de Physiol. et de Path. T.3. 
p. 523 (1901). 

®) Rosenthal, Arch. f. Anat. u. Physiol. S. 349 (1878). 

*) d’Arsonval, Recherches de calorim6trie. Journ. de l’anat. et de la physiol. T.22. 
p. 113 (1886). 

°) Lefevre, Calorimetrie par double courant de compensation. Journ. de physiol. 
et de pathol. T.4. p. 257, 411 (1902). 

6) Atwater and Rosa, a. a. 0. — Atwater, Neue Versuche über Stoff- und Kraft- 
wechsel im menschlichen Körper. Ergebn. d. Physiol. Jahrg. 3. Abt.1. S.495 (1904). — 


Atwater and Benedict, A respiration ealorimeter. 1905. 
”) Marcet, A calorimeter for human body. Proc. Roy. Soc. Vol. 63. p. 232 (1898). 
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Mantelraum zwischen den beiden Zylindern ist mit einer Flüssigkeit gefüllt und 
enthält ein Spiralrohr, durch wel- 
ches ein automatisch rvegulierbarer 


Fig. 325. 
Scheme des Verdampfungskalorimeters nach d’Arsonval. 
1. Kalorimeterraum. 2. Mantelraum, der eine Flüssigkeit mit 
niedrigem Siedepunkt enthält. Der Mantelraum steht mit dem 
graduierten Behälter 3 in Verbindung. #. Luftraum. 5. Wasser- 
bad. Der Mantelraum 2 nebst dem Behälter 3 darf nur die 
betreffende Flüssigkeit und den entsprechenden Dampf, aber 
keine Luft enthalten. Wenn eine Wärmequelle in den Kalori- 
meter eingebracht wird, destilliert eine gewisse Menge der 
Flüssigkeit aus dem Mantelraume in den Behälter 3 hinüber. 
Aus der verdampften Flüssigkeitsmenge kann die abgegebene 
Wärmemenge berechnet werden. 


Fig. 326. 
d’Arsonvals selbstregulierender Kalorimeter für kon 


stante Temperatur. 

Wasserstrom während der ganzen Versuchsdauer fließt. Das Zuflußende («) 
jenes Rohres steht mit einem Gefäß, enthaltend Wasser bei 0°, in Verbindung. 
In dem Abflußrohr (b) ist 
ein Stromregulator einge- 
schaltet. Durch den Kalori- 
meterraum, in welchem 
das Versuchstier sich be- 
findet, wird ein Luftstrom 
gesaugt. Ein Drahtnetz 
verhindert das Tier, mit 
den Wänden des Kalori- 
meters in Berührung zu 
kommen. Dievom Versuchs- 
tier abgegebene Wärme- 
menge wird von der Flüssig- 
keit im Mantelraume auf- 


Fig. 327. 
Selbstregulierender Wasserkalorimeter von Lefevre. 
zum Kalorimeterraum. Das Rohrsystem B und (© im Mantelraume 


A Eingang 


steht durch die Leitung M, J mit dem Stromregulator I in Ver- 
bindung. Aus dem Behälter R strömt das Kühlwasser durch den 
Stromregulator / und das Rohr @ in einen kleinen Behälter F', 


wo die Temperatur des Wassers bestimmt wird, ehe dasselbe 
durch das Abflußrohr H in den Mantelraum eingegossen wird. 
Der kleine Wagen E, welcher von dem Rad Z getrieben wird, 
erteilt dem Rührer D und dem Abflußrohr H eine hin- und her- 
gehende Bewegung in dem Mantelraum, wodurch die Temperatur 
in diesem Raume möglichst gleichförmig bleibt. Die Temperatur 
des Kühlwassers wird sowohl vor dem Eintritt in den Mantel- 
raum wie beim Abfluß durch das Rohr N gemessen. Das aus- 
strömende Kühlwasser wird im Meßzylinder U aufgesammelt. Die 
Ventilationsluft wird mittelst des Blasebalges S aus dem Behälter 
V in den Kalorimeterraum getrieben. 


genommen. Die Flüssigkeit 
dehnt sich aus und wirkt 
hierbei auf eine im Strom- 
regulator befindliche Mem- 
bran. Entsprechend der He- 
bung dieser Membran wird 
ein Ventil geöffnet, welches 
den Strom des Kühlwassers 


in der Weise reguliert, daß aus dem Kalorimeter eine gleich große Wärmemenge 
fortgeführt wird, wie die vom Versuchstier in derselben Zeit abgegebene. 
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Zur Berechnung dieser Wärmemenge bestimmt man die Temperatur 
und die Menge des abfließenden Wassers. Fig. 526 zeigt, wie diese Wasser- 
menge auf einem rotierenden Zylinder aufgeschrieben werden kann. 

Der selbstregulierende Wasserkalorimeter von Lefevre 
(Fig. 327) stellt eine Entwicklung des d’Arsonvalschen Apparates dar. Das 
Kühlwasser strömt nicht durch ein spiralförmiges Rohr, sondern kommt 
direkt in den Mantelraum selbst hinein, dessen Inhalt mittelst einer be- 
sonderen Vorrichtung gemischt wird. In dem Mantelraum befindet sich ein 
geschlossenes Rohrsystem, Alkohol enthaltend, welches mit dem Stromregu- 


\ 


—— 


ISSISSYZZ7 


Fig. 328. 


Respirationskalorimeter von Atıwater und Benedict. Vertikaler Durchschnitt des Kalorimeterraumes. 
a Kupferwand, b Zinkwand, c und d Holzwände, e Öffnung zur Einführung von Speisen, f Fenster. 
Die Tür ist nicht ersichtlich. 


lator in Verbindung steht. Die Temperatur im Kalorimeterraum wird auch 
durch den Ventilationsstrom geregelt. 

Bei den folgenden Apparaten ist die Vorrichtung zur Wärmeabsorption 
im Innern des Kalorimeterraumes angebracht. Die Regulierung derselben 
findet nicht automatisch statt, sondern wird von dem Beobachter ausgeführt. 

Respirationskalorimeter von Atwater, Rosa und Benedicet. 
Der Kalorimeterraum (Fig. 328) stellt ein kleines Wohnzimmer dar, mit 
doppelten Metallwänden a,b und doppelten Holzwänden c, d. Die zwischen 
diesen Wänden befindlichen Lufträume geben eine gute Wärmeisolierung. 
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on. 


Die innere Metallwand a besteht aus poliertem Kupferblech, das die strah- 
lende Wärme gut reflektiert, die äußere Metallwand besteht aus Zinkblech. 
In den Metallwänden rings um den ganzen Kalorimeterraum ist ein System 


von thermoelektrischen Elementen, dessen 


Anordnung aus Fig. 329 ersicht- 


lich wird, eingepaßt. Im Luftraum zwischen der Zinkwand b und der inneren 


ee, 


ID GI 


Fig. 329. 
A Thermoelemente, bestehend aus Eisen (schwarz) und 
Neusilber. B Die Elemente auf einem Holzstab montiert. 
© Die Elemente in den Metallwänden eingepaßt. 


und Boden können in dieser Beziehung ge 
der angegebenen Erwärmungs- bzw. Küh 


Holzwand e befindet sich teils 
ein System von Neusilberdrähten 
zur elektrischen Heizung, teils 
ein System von eisernen Röhren, 
durch welche Kühlwasser geleitet 
werden kann. Die Thermoelemente 
werden mit einem d’Arsonval- 
Galvanometer verbunden, mit- 
telst welchem man die kleinsten 

Temperaturunterschiede zwi- 
schen der Kupfer- und der Zink- 
wand entdecken kann. Die ein- 
zelnen Seitenwände bzw. Dach 
sondert geprüft werden. Mittelst 
lvorrichtungen können jeweilige 


Temperaturdifferenzen sofort beseitigt werden. Jeder Wärmetransport durch 
die Wände aus dem Kalorimeterraum oder in denselben hinein wird in 


dieser Weise ver- 
hindert. 
Die von der 


r TO Il I Versuchsperson 
N x I A) N! im  Kalorimeter- 
Tr tert MM PREILCELORROHICCLTLICE “ u ee 
ERRLERRLK a Re FRÄREIRVEEREANRTERRRUNN Kt a 


Fig. 330. 


Das Innere des Kalorimeterraumes. A,, A, zuführende und abführende Luft- 
leitung. FF Kupferrohr mit Scheiben zur Wärmeabsorption. W,, W, zuführende 
und abführende Wasserleitung für das Wärmeabsorptionssystem. S stellbare 
Schirme, welche das Wärmeabsorptionsrohr mehr oder weniger frei halten. Ta, 


Ti elektrische Thermometer, welche die Luft- bzw. Wand 
Tj elektrischer Thermometer, 


welcher die Temperaturdifferenz der ein- und 
ausströmenden Luft angibt. T Tisch, B Bett, P Telephon. 


Wärmemenge 
wird von Wasser, 
das in einem Wär- 

meabsorptions- 
rohr aus Kupfer 
strömt, aufgenom- 
men und aus dem 

Kalorimeterin- 
nern fortgeführt. 
Zur Vergrößerung 
der Absorptions- 
fläche trägt das 
Rohr Scheiben aus 
Kupferblech. Die 
Anordnung dieses 

Absorptions- 


temperatur angeben. 


systems wird in Fig. 330 dargestellt. Ein Beobachter reguliert die Tempe- 


ee 
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ratur des einströmenden Wassers und die Stromgeschwindiekeit desselben, 
so dal die Temperatur im Kalorimeterraum unverändert bleibt, d.h. daß 
die absorbierte Wärmemenge der jeweiligen Wärmeproduktion entspricht. 
Zur feineren Regulation der Wärmeaufnahme ist das Wärmeabsorptionsrohr 
von verstellbaren Schirmen 5 umgeben. 

Die Temperatur der einströmenden Luft wird auch durch besondere 
Vorrichtungen (Fig. 331) geregelt, und zwar so, daß) sie derjenigen im 
Kalorimeterraum gleich ist. Vor dem Einströmen in den Kalorimeter wird 
die Luft vollständig getrocknet. Man hat also bei den Berechnungen nur die 
in der ausströmenden Luft enthaltene Dampfmenge zu berücksichtigen. 

Die in einer Versuchsperiode im Kalorimeterinnern erzeugte Wärme- 
menge ergibt sich aus dem Gewicht und der Temperaturdifferenz 
des ein- und ausströmenden Wassers. 
Dazu kommt diejenige Wärmemenge, welche 
mit dem Wasserdampf der ausventi- 


ws. 


mE Erz 


Fig. 331. 


A Kupferwand, B Zinkwand, Cund D Holz- Fig. 332. 


wände, F zuführende Luftleitung mit Vor- 4 
richtungen zur Erwärmung (I) und Abkühlung Kalorimeter von Marcet. 
(J) der Luft. G@ Abführende Luftleitung. In 


der Kalorimeterwand sind die beiden Leitungen li erten L uft fortgeführt wird. Auch die 


in einem Isolierkästchen E eingeschlossen. 


K Holzstab mit Bohrungen für die zu- und etwaigen Temperaturänderungen, welche die 


abführenden Wasserleitungen zum Wärmeab- 


sorptionssystem und für die elektrischen Lei- Luft im Kalorimeterraum oder die Metall- 
tungen (O). Die beiden Thermometer, welche a - - > 
die Temperaturen des ein- und ausströmenden wände oder schließlich die Versuchsperson 
nn : selbst während der betreffenden Versuchs- 
Schirme um das Wärmeabsorptionsrohr.  neriode erlitten haben, werden berücksichtigt. 
Der Kalorimeter von Marcet (Fig. 332) ist im wesentlichen nach 
demselben Prinzip wie der Apparat von Atwater konstruiert. Der Kalori- 
meterraum ist von poliertem Kupferblech begrenzt, das die strahlende 
Wärme reflektiert. Die Kupferwand ist von einem wärmeisolierenden Luft- 
raum umschlossen, der nach außen von einer Holzwand begrenzt wird. Die 
von dem Versuchsindividuum abgegebene Wärmemenge wird innerhalb des 
Kalorimeterraumes von schmelzendem Eis aufgenommen. Ein von außen 
regulierbarer elektrischer Ventilator treibt die Luft des Kalorimeterraumes 


durch ein Gefäß, das zerbrochenes Eis enthält. Ein anderer Ventilator 
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sorgt für eine gute Mischung der Luft im Kalorimeterraum. Mittelst be- 
sonderer Thermometer werden die Temperaturen des Schmelzwassers, der 
Luft im Kalorimeterraum, der Kupferwand und des isolierenden Luftraumes 
bestimmt. Die drei letzteren Temperaturbestimmungen werden von dem Beob- 
achter außerhalb des Kalorimeters ausgeführt. Der Luftstrom durch den Eis- 
behälter wird von dem Beobachter in der Weise reguliert, daß die Tempe- 
raturen im Kalorimeterraum und in der Kupferwand sich unverändert halten. 
Die zu bestimmende Wärmemenge ergibt sich aus der Menge und 
der Temperatur des Schmelzwassers. Übrigens sind dieselben Korrekturen 
wie bei dem Atwaterschen Apparat auszuführen. Eine Komplikation wird 
dadurch bedingt, daß die elektrischen Ventilatoren eine gewisse Wasser- 
menge im Kalorimeterraum entwickeln, die sich nicht immer berechnen läßt. 
2. Strahlungskalorimeter wurden ursprünglich von Scharling !) 
und von Hirn?) angewendet. Später hat d’Arsonval 3) nach diesem Prinzip 
mehrere Apparate konstruiert, von wel- 
KHHELZZG chen wir hier einen Strahlungskalori- 
meter für Versuche an Menschen, einen 
Differentialkalorimeterund einen thermo- 
elektrischen Strahlungskalorimeter er- 
wähnen. Zu dieser Gruppe gehören wei- 
ter die Luftkalorimeter von Rubner *) 
und von Rosenthal 5), der Kompensations- 
kalorimeter von Haldane®) und der 
thermoelektrische Kalorimeter von 
Henriques ?). 


N 


NN 


N 
N 


III 


S 


Die Luftkalorimeter nach 
d’Arsonval (Fig. 355) und nach Rubner 
(Fig. 354) stellen den einfachsten Typus 


RR 


Fig. 333. 


Luftkalorimeter nach d’Arsonval. 1. Mantelraum. 
2. Kalorimeterraum. 3. Leitung vom Mantelraum 
zum Manometer. 4. Manometer. 5. Luftbehälter. 
6., 7. Vorrichtung zum Heben des Kalorimeters, um 
den Zutrittin den Kalorimeterraum herzustellen. Die 
Flüssigkeit in der Rinne $ schließt den Kalorimeter- 
raum ab. 9., 10. Ab- und Zufuhr der Ventilationsluft. 


eines Strahlungskalorimeters dar. Rings 
um den Kalorimeterraum befindet sich 
ein Luftmantel, welcher zwischen zwei 
konzentrischen Metallzylindern einge- 
schlossen ist. Der Mantelraum steht 


entweder mit einem Manometer (Fig. 333) oder mit einem Volumeter 


!) Scharling, Journ. f. prakt. Chemie. Bd. 48. S. 435 (1849). 
?) Hirn, Recherches sur l’equivalent mecanique de la chaleur. Colmar 1858. 
®) d’Arsonval, Recherches de Calorimetrie. Journ. de l’anat. et de la physiol. T.22. 


p.113 (1886). 


*) Rubner, Ein Kalorimeter für physiologische und hygienische Zwecke. Zeitschr. 
f. Biol. Bd.25. 5.400 (1889). — Derselbe, Kalorimetrische Methodik. Festschrift zu 
Ludwigs 50jährigem Doktorjubiläum. Marburg 1890. 

°) Rosenthal, Kalorimetrische Untersuchungen. Arch.f. Physiol. S.1 (1889); S. 223 


(1894); 8.191 (1897). 


°) Haldane, White and Washburn, An improved form of animal calorimeter. 


Journ. of Physiol. Vo1.16. p. 123 (1894). 


?) Henriques, Ein neues Kalorimeter. Zentralbl. f. Physiol. Bd. 16. S. 261 (1902). 


- 
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(Spirometer, Fig. 334) in Verbindung. Durch den Kalorimeterraum wird 
ein Luftstrom gesaugt. Von derjenigen Wärmemenge, welche das Ver- 
suchsindividuum abgibt, wird ein Teil mit diesem Ventilationsstrom fort- 
geführt. Wenn man die Ventilationsgröße, die Temperatur und die 
Feuchtigkeit der Luft beim Eintritt und beim Austritt aus dem Kalori- 
meterraum kennt, kann man diese Wärmemenge berechnen. Der größte Teil 
der abgegebenen Wärmemenge wird durch die Wände des Kalorimeters 
— Metallzylinder und Luftmantel — auf die Umgebung übertragen. Durch 
eine empirische Graduierung des Apparates kann diese Wärmemenge aus 
dem Ausschlag des Manometers oder des Volumeters ermittelt werden. 

Wir stellen uns vor, daß der ganze Kalorimeter dieselbe Temperatur 
hat wie die Umgebung. Jetzt wird eine Wärmequelle in den Kalorimeter 
hineingebracht. Die Temperatur des Kalorimeterraumes fängt zu steigen 
an, und ein nach außen gerichteter 
Wärmestrom kommt zustande. Wenn 
die Temperatur der Umgebung kon- 
stant gehalten wird und die Wärme- 
quelle unverändert bleibt, stellt sich 
nach einiger Zeit ein stationärer 
Zustand ein, bei welchem die gleiche 
Wärmemenge pro Zeiteinheit durch die 
Wände des Kalorimeters befördert wird, 
welche die Wärmequelle im Kalorimeter- 
raum abgibt. 

Der Luftmantel, welcher den Ka- 
lorimeterraum vollständig umschließt, 
erfährt durch den genannten Wärme- 
strom eine Temperatursteigerung, welche 
einen Ausschlag an dem mit dem 
Mantelraume verbundenen Manometer 
oder Volumeter bewirkt. Die Tem- 
peratur der 1m Mantelraume einge- Luftkalorimeter nach Rubner. A Kalorimeter- 
schlossenen Luft steigt, bis der er- raum, der durch die Leitungen a und b venti. 

! Rn u liert wird. B Mantelraum. © Volumeter, nach 
wähnte stationäre Zustand eingetreten dem Prinzipe des Spirometers konstruiert. Die 
ist. Jedem Ausschlage an dem Mano- Die Hebum oda kann nn in Potroloum- 
meter bzw. Volumeter entspricht also a er Magegeyan. 
eine bestimmte Wärmeentwicklung im Kalorimeterraume, pro Zeiteinheit 
gerechnet. Sowohl theoretische Überlegungen wie direkte Beobachtungen 
(Rubner) erweisen, daß die Temperatursteigerung im Mantelraume nicht not- 
wendig der Größe der Wärmeentwicklung im Kalorimeterraume proportional 
ist. Durch geeignete Konstruktion des Apparates kann aber eine solche 
Proportionalität innerhalb weiter Grenzen erreicht werden, und es ist immer 
möglich, den betreffenden Apparat empirisch zu gradieren. 

Zu diesem Zwecke kann man in folgender Weise verfahren (Rubner): In den Kalori- 


meterraum wird das spiralförmige Rohr $ (Fig. 335) eingeführt. Durch dieses Rohr leitet 
man einen genau regulierten Strom von warmem Wasser. Die Temperatur des Wassers 


Fig. 334. 
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wird sowohl beim Eintritt (E) wie beim Austritt (A) aus’ dem Kalorimeter bestimmt. 
Man berechnet hieraus die pro Zeiteinheit zum Kalorimeter abgegebene Wärmemenge. 
Wenn der Kalorimeterraum gleichzeitig ventiliert wird, zieht man die mit dem Ventila- 
tionsstrom fortgeführte Wärmemenge ab. In der angegebenen Weise kann man dem Ka- 
lorimeter sukzessive verschiedene Wärmemengen pro Zeiteinheit zuführen. Man wartet 


Fig. 335. 


Vorrichtung zur Aichung des Luftkalorimeters (Rubner) . 


jedesmal den Eintritt des stationären Zustandes ab und liest dann am Volumeter die- 
jenige Gradzahl ab, welche der betreffenden Wärmeentwicklung entspricht. 


Die Ausschläge des Volumeters bzw. Manometers können auf einem 
rotierenden Zylinder aufgeschrieben werden. Man erhält in dieser Weise 
eine Kurve (Fig. 536), deren Ordinaten die jeweilige Intensität der Wärme- 


Fig. 336. 


entwicklung (Kalorien pro Zeiteinheit) 
im Kalorimeterraum angeben. Es ist 
aber zu bemerken, daß diese Kurve in- 
folge der Trägheit des Apparates die 
einzelnen Schwankungen der Wärme- 
quelle im Kalorimeter nicht vollkommen 
treu wiedergeben kann. Durch Flächen- 
messung kann man aber die in einem 
längeren Zeitabschnitt entwickelte 

Wärmemenge ermitteln. Hat die Aichung 
des Apparates erwiesen, daß die 
Ausschläge der Wärmeentwicklung pro- 
portional sind, so kann man die von 
dem betreffenden Apparate geschriebene 
Kurve direkt für die Flächenmessung 


anwenden. Sonst muß man die Kurve entsprechend den Ergebnissen der 


Aichung erst transponieren. 


Außer von der Temperatur im Mantelraume wird der Volumeter bzw. 
Manometer auch von Schwankungen des Luftdruckes und von zufälligen 


e 
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Temperaturschwankungen in der Umgebung beeinflußt. Um diese Fehler- 
quellen auszuschließen, hat man verschiedene Vorrichtungen eingeführt. 
Fig. 357 stellt den Differentialkalorimeter von d’Arsonval dar, 
Er besteht aus zwei möglichst gleichen Kalorimetern. In den einen 
wird das Versuchsindividuum 4 f 
eingeführt; der andere bleibt 
leer. Die Glocken der beiden 
Volumeter sind an den Enden 
eines Wagebalkens aufge- 
hängt, dessen Ausschläge die 
Temperaturdifferenzen zwi- 
schen den Mantelräumen der 


beiden Kalorimeter angeben. Differentialkalorimeter nach d’Arsonval. 1 Wagebalken, an 


Ip 338 w] » dessen Enden die untereinander gleichen Volumeterglocken 
In Fig. 358 ird der 2, 2° aufgehängt sind. Die Gefäße 3 und 3° enthalten Petroleum 


Rubnersche Luftkalori- und stehen miteinander in Verbindung (5). 8, $° Kalorimeter 
F Ei 2 raum. 9, 9° Mantelraum. 7 Rotierender Zylinder, auf welchem 
meter mit Korrektions- die Ausschläge des Wagebalkens aufgeschrieben werden. 
apparat schematisch darge- 
stellt. Der eigentliche Kalori- 
meter, welcher, wie oben an- 
geführt, aus Kalorimeterraum 
(R) und Mantelraum (M), der 
letztere in Verbindung mit 
einem Volumeter, besteht, 
ist in ein großes Wasserbad 
(W) versenkt. Das Wasser 
kommt aber nicht mit den 
Wänden des Mantelraumes in 
Berührung, sondern wird da- 
von durch einen Isolierraum 
(I), welcher Luft enthält, ge- 
trennt.") In demselben Wasser- 
bad befinden sich vier Luft- 
behälter (C), welche teils mit- 
einander, teils mit einem be- 
sonderen Volumeter in Verbin- 
dung stehen. Die Wände sämt- 
licher Räume sind aus Kupfer- 
blech. Durch besondere Vor- 
richtungen wird das Wasser- E 
bad bei konstanter Tempera- Schema des Rubnerschen Tnekklorimaters mit Korrektions- 
tur erhalten. Die Aufstel- Far orufbehälter des Körrektionsapparates. W Wasserbad. 
lung des Wasserbades und 


der beiden Volumeter mit den rotierenden Zylindern zur Registrierung der 


*) Die Empfindlichkeit des Kalorimeters wird hierdurch erhöht. 
Abderhalden, Handbuch der biochemischen Arbeitsmethoden. III. 74 
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Ausschläge wird aus Fig. 339 ersichtlich. Die vier Luftbehälter (C) im 
Wasserbade mit zugehörendem Volumeter stellen einen Korrektionsapparat 
dar, welcher denselben Einflüssen ausgesetzt ist wie der Mantelraum (M) 
mit seinem Volumeter — den Einfluß der Wärmequelle im Kalorimeter- 
raum ausgenommen. Die von dieser Wärmequelle abgegebene Wärmemenge 
ergibt sich also als die Differenz der Angaben der beiden Volumeter. Da 
aber der Mantelraum und der Korrektionsapparat ungleiche Luftvolumina 
einschließen, sind jene Angaben nicht direkt miteinander vergleichbar. 
Mittelst eines besonders bestimmten Koeffizienten lassen sich die Angaben 
des Korrektionsvolumeters auf den Mantelraumvolumeter umrechnen. 

Fig. 340 gibt den Kompensationskalorimeter von Haldane 
wieder. Der Apparat besteht aus zwei Kalorimetern, welche in bezug auf 
Größe, Form und Einrichtung einander möglichst gleich sind. Jeder ent- 
hält Kalorimeter- und Mantel- 
raum. Ineiner Leitung, welche 
die beiden Mantelräume mit- 
einander verbindet, ist ein 
Differentialmanometer einge- 
schaltet, der die geringsten 

Druckdifferenzen zwischen 
denselben angibt. In den einen 
Kalorimeterraum wird das 
Versuchstier hineingebracht, 
während in dem anderen eine 
Wasserstoffflamme brennt. 
Die Zufuhr des Wasserstoffes 

wird in der Weise geregelt, 

Rubners Luftkalorimeter mit Korrektionsapparat. daß der Differentialmanometer 

sich unverändert hält. Unter 
diesen Verhältnissen entwickeln die beiden Wärmequellen, das Tier und 
die Wasserstotfflamme, gleiche Wärmemengen pro Zeiteinheit. Aus der ver- 
brannten Wasserstoffmenge oder aus der gebildeten Wassermenge kann 
man also die Wärmeproduktion des Tieres während der betreffenden Ver- 
suchsperiode berechnen. 

Durch jeden der beiden Kalorimeterräume wird ein Luftstrom gesaugt. 
Die Temperaturdifferenz zwischen der aus- und einströmenden Luft ist 
bei dem Haldaneschen Apparate so gering, daß nur ein sehr geringer 
Teil der in den Kalorimeterräumen entwickelten Wärmemengen mit dem 
Ventilationsstrom entfernt wird. Dieser Wärmeverlust ist übrigens von der 
gleichen Größe in den beiden Kalorimetern. 

Vor dem Eintritt in den Kalorimeterraum wird die Ventilationsluft 
getrocknet. Die ausgesaugte Luft wird ebenfalls durch ein Absorptionsgefäß 
geleitet, wo die aus dem Kalorimeterraum stammende Feuchtigkeit abgegeben 
wird. Die Gewichtszunahme des betreffenden Absorptionsgefäßes gibt .also 
die Menge des gebildeten Wassers an. Bei der Berechnung der ent- 
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sprechenden Wärmeentwicklung muß man darauf Rücksicht nehmen, daß 
das Wasser als Dampf aus dem Kalorimeter entfernt wird. Unter 


Bei: eD 


Fig. 340. 
Kompensationskalorimeter von Haldane, White und Washburn. A, A, Kalorimeterraum. 
B, B, Mantelraum. Die Außenwände sind-mit Filz bekleidet. C Differentialmanometer. D, D, Ab- 
sorptionsgefäße, in welchen die Feuchtigkeit der aus dem Kalorimeterraum ausströmenden Luft 
aufgenommen wird. E, E, Absorptionsgefäße, in welchen die Ventilationsluft vor dem Eintritt in 
den Kalorimeterraum getrocknet wird. F Apparat für Wasserstoffentwicklung. @ Elektrischer Zünd- 
apparat für die Wasserstoffflamme. H, H, Käfig aus Drahtnetz für das Versuchstier. Die beiden 
Kalorimeterräume sind sowohl mit Tierkäfig wie mit Vorrichtungen zur Verbrennung von Wasser- 
stoff ausgestattet. 


diesen Verhältnissen hat man 3'2 Kalorien für jedes Gramm Wasser zu 
berechnen. 

In den thermo-elektri- 
schen Strahlungskalorimetern 
ist der Luftmantel und Volumeter 
durch thermo-elektrische Elemente 
und einen Galvanometer ersetzt. 


Fig. 341. 
Thermo-elektrischer Kalorimeter nach Henriques. 4A Fig. 342. 
K Kupferzylinder. x ER Konstantandrähte. A Anemokalorimeter von d’Arsonval. A Kalorimeter. 
Kupferplatte. @ d’Arsonvalscher Galvanometer. B Anemometer. 


Solche Apparate sind von d’Arsonval und von Henriques konstruiert 
worden. In Fig. 341 wird der von letzterem angegebene dargestellt. Der 
Kalorimeterraum wird von einem Zylinder K aus dünnem Kupferblech be- 
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grenzt. An der Oberfläche dieses Zylinders sind Konstantandrähte ange- 
lötet. Diese Drähte, welche sämtlich dieselbe Länge haben müssen, ver- 
einigen sich zu einem einzigen Draht, ebenfalls aus Konstantan, welcher 
an der Kupferplatte A festgelötet ist. Die Platte A und der Zylinder K, 
welche mittelst Kupferdrähten mit einem d’Arsonvalschen Galvanometer G@ 
verbunden sind, werden in einen Thermostat angebracht. Durch einen elek- 
trischen Ventilator wird für eine möglichst gleichmäßige Temperatur in 
dem Thermostaten gesorgt. 

3. Anemokalorimeter. Das Prinzip dieser Kalorimeter geht aus der 
Fig. 342 hervor, welche einen von d’Arsonval!) beschriebenen Apparat dar- 
stellt. Die von der Versuchsperson abgegebene Wärmemenge bewirkt einen 
Luftstrom durch den Kalorimeterraum. Die Luft tritt am Boden desselben 
hinein und verläßt den Raum durch ein im Dache angebrachtes Rohr, 
welches als Schornstein wirkt. Das horizontale Endstück dieses Rohres 
enthält einen Anemometer, der die Geschwindigkeit des Luftstromes an- 
gibt. Die Anwendbarkeit des betreffenden Apparates hängt davon ab, in- 
wieweit das Verhältnis zwischen der Stromgeschwindigkeit und der im 
Kalorimeterraum abgegebenen Wärmemenge sich empirisch feststellen läßt. 
Ein ähnlicher Apparat ist auch von Ignatowski?) beschrieben. 


!) d’Arsonval, L’anemocalorimetre. Arch. d. physiol. T. 26. p. 360 (1894). 
?) Ignatowski, Ein neuer Typus eines klinischen Anemokalorimeters. Arch. f.d. 
ges. Physiol. Bd. 102. S. 217 (1904). 


Methoden beim Arbeiten mit sensibilisierenden 
fluoreszierenden Stoffen. 


Von H. v. Tappeiner, München. 


Zahlreiche biologische Objekte, welche durch sichtbares Licht wenig 
oder gar nicht verändert werden, verlieren bei Gegenwart geringer Mengen 
von fluoreszierenden Stoffen mehr oder weniger rasch ihre Vitalität resp. 
Aktivität. Man hat diese Wirkung als photodynamische Erscheinung oder 
Sensibilisierung bezeichnet. 

Unter den Zellen sind am leichtesten zu beeinflussen verschiedene 
Protozoen (Paramaecien, Amöben, Trypanosomen), weniger die Zellen höherer 
Tiere (Flimmerepithel, Leukozyten, Erythrozyten) und die Schimmel-, Hefe- 
und Spaltpilze. 

Unter den „Toxinen“ sind Riein, Diphtherie- und Tetanustoxin (zu- 
nächst unter Umwandlung in „Toxoid“) rasch veränderbar, desgleichen ver- 
schiedene Hämolysine der Bakterien und der Samen höherer Pflanzen, 
während Toxine anderer Art, z. B. jene der Schlangen, viel resistenter sind. 

Allen diesen Wirkungen, Veränderungen liegen Oxydationsprozesse 
zugrunde. Man muß dies aus der Tatsache schließen, daß die Beschleuni- 
gung der einfachen Lichtwirkung durch fluoreszierende Stoffe bei den auf- 
geführten biologischen Objekten nur statthat, wenn Sauerstoff zugegen ist, 
und daß) auch die photochemische Zersetzung verschiedener anorganischer 
und organischer Substanzen bekannter Konstitution eine analoge Beschleuni- 
gung unter Bildung falbarer Oxydationsprodukte erfährt. Zu beachten 
bleibt indes, daß auch ein Prozeß bekannt ist, wo die Sauerstoffgegenwart 
nicht bloß nicht notwendig, sondern geradezu von hemmendem Einfluß ist: 
Umsetzung (Oxydation — Reduktion) des Ederschen Gemisches von Ammo- 
niumoxalat und Quecksilberchlorid zu Kohlensäure und Quecksilberchlorür. 

Auch die Enzyme zeigen kein gleichmäßiges Verhalten. Invertase, 
Diastase, Chymase und Zymase verlieren sehr rasch ihre spezifische Wirk- 
samkeit, wogegen der Einfluß auf die Oxydationsfermente (Katalase, Per- 
oxydase) viel geringer ist. 

Zwischen der Empfindlichkeit der biologischen Objekte zu ultraviolett- 
armem Licht allein und zu dem Systeme Licht + fluoreszierende Substanz 
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besteht anscheinend keine einfache Beziehung. Einige Substrate, z. B. In- 
vertase, sind wenig lichtempfindlich, aber stark sensibilisierbar, andere (Per- 
oxydase, Katalase) sind deutlich lichtempfindlich, aber relativ wenig sensi- 
bilisierbar, wieder andere sind gegen Licht allein und in Verbindung mit 
fluoreszierender Substanz in nahezu gleichem Grade resistent (Hämolysin 
und Neurotoxin des Kobragiftes). Diese Differenzen würden einer Erklärung 
eher zugänglich sein, unter der Annahme, daß das Primäre der Licht- 
wirkung bei biologischen Objekten ein Spaltungsvorgang sei, welchem 
sekundär die Oxydation folgte. Die sensibilisierende Wirkung der fluores- 
zierenden Stoffe würde darin bestehen, daß sie diese Oxydation und damit 
auch den ganzen Prozeß beschleunigten.!) 

Nach dieser kurzen Orientierung über das Gebiet sei auf die wichtigsten 
Punkte, welche bei photodynamischen Arbeiten mit fluoreszierenden Stoffen 
in Betracht kommen, eingegangen. 


Lichtquelle. 


Bei empfindlichen Objekten genügt zerstreutes Tageslicht, bei 
weniger empfindlichen muß, um rasche Wirkung zu erhalten, intensives 
Licht genommen werden, entweder Sonnenlicht oder künstliche Licht- 
quellen, welche reich sind an Strahlen, für welche die verwendete fluores- 
zierende Substanz Absorption besitzt. Letztere haben den Vorteil, daß man bei 
Vornahme ausgedehnter Versuchsreihen wenigstens annähernd mit gleich- 
bleibender Lichtstärke arbeiten kann. Eine Kohlenbogen-Reflektorlampe von 
20—30 Ampere, wie sie bei Projektionsapparaten verwendet wird, ist für 
die meisten Zwecke geeignet. Sie wirkt zwar nicht so intensiv wie der be- 
kannte Finsensche Konzentrationsapparat, läßt aber die Bestrahlung größerer 
Oberflächen, z. B. von Flüssigkeiten, welche nachher einer chemischen Unter- 
suchung unterworfen werden sollen, zu. 

Um bei Anwendung der genannten intensiven Lichtquellen die Licht- 
wirkung rein zu bekommen, ist es notwendig, die infraroten Strahlen 
vorher zu absorbieren. Man läßt das Licht zu diesem Zwecke durch eine 
Schicht von Wasser von mindestens 10, besser 530 cm Dicke gehen. Be- 
rieselung der Belichtungskammer mit kaltem Wasser in dünner Schicht 
genügt nicht, da dadurch wohl die Wirkung der durch die Umsetzung in 
Wärme erzeugten zu hohen thermometrischen Temperatur, nicht aber die 
Wirkung der infraroten Strahlen selbst ausgeschlossen werden kann. Noch 
besser als Wasser ist eine 5—-6 em dicke Schicht einer frisch mit ausge- 
kochtem Wasser bereiteten angesäuerten Lösung von 7°/, Ferrosulfat, welche 
nach R. Zsigmondy?) die infraroten Strahlen bis auf 1—2°/, der gesamten 

!) H. v. Tappeiner, Die photodynamische Erscheinung (Sensibilisierung durch 
fluoreszierende Stoffe). Ergebnisse des Physiologie. Herausgegeben von L. Ascher und 
K. Spiro. VIH. Jahrgang. S. 698—741 (1909). Wiesbaden. Enthält ein Referat über 


sämtliche, bis Ende 1908 erschienenen Arbeiten dieses Gebietes. 


N) Über die Diathermanität wässeriger Eisenoxydulsalzlösung. Wiedemanns Ann. 
Bd. 49. S. 533. 
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Strahlung absorbiert. Alte Lösungen, welche schon viel Ferrisulfat enthalten, 
sind nicht mehr geeignet. 

Hat die fluoreszierende Substanz, welche man in Verwendung ziehen 
will, ihr Absorptionsgebiet erst jenseits des gelben Teiles des Spektrums, 
gegen Violett zu, so kann man auch gesättigte Kupfervitriollösung als Vor- 
lage benutzen. Selbe absorbiert in 45 em dicker Schicht die Strahlen bis 
zur Wellenlänge 560 vu. vollständig, bei 540 vu. noch teilweise, schaltet 
also außer den infraroten die roten, orangen und einen Teil der gelben 
Strahlen bis etwas über D\/, E aus. 

Verwendet man Wasser als Lichtfilter und eine Reflektorbogenlampe 
als Lichtquelle, so benutzt man zweckmäßig ein „Kühlgefäß* mit Spiegel- 
glaswänden, wie es den Projektionsapparaten beigegeben wird. Bei Verwen- 
dung von Sonnenlicht läßt man sich flache, oben offene Kästen in Metall- 
fassung mit einer Spiegelglasscheibe als Boden herstellen (z. B. 25 cm im 
Geviert, 30 cm hoch) oder nimmt steilbordige Glasschalen mit ebenem, gleich- 
mäßigem Boden (ausgesuchte Kristallisationsschalen), unter welchen die zu 
bestrahlenden Objekte aufgestellt werden, wenn man es bei in Röhren ein- 
geschlossenen Objekten nicht vorzieht, sie in ein geräumiges tiefes Wasser- 
becken zu versenken. Bei Verwendung eines Heliostaten kann man die 
schief einfallenden Sonnenstrahlen voll zur Ausnutzung bringen. 

„Kühlgefäße“ ganz aus Glas resp. aus Glasplatten zusammengefügt 
benutzt man auch, wenn man Eisen- oder Kupfersulfatlösung als Filter 
wählt. Sie müssen in letzterem Falle sehr sorgfältig gedichtet sein. Ge- 
wöhnlicher Glaserkitt, den man 2—3 Wochen lang bei gewöhnlicher Tem- 
peratur trocknen läßt, hat sich am besten bewährt. 

Bei vergleichenden Versuchen über die Wirkung der ultravioletten 
Strahlen und des Systems Licht + fluoreszierende Substanz dürfen Filter- 
behälter aus Glas wegen der bekannten Undurchlässigkeit des Glases 
für Ultraviolett nicht angewendet werden. Da Gefäße aus Quarzplatten 
viel zu teuer sind, wenn man Objekte größeren Umfanges bestrahlen will, 
so hilft man sich am einfachsten dadurch, daß man die zu belichtenden 
Objekte in Quarzcuvetten eingeschlossen in ein tiefes, mit salzarmem 
Wasser gefülltes Gefäß einsenkt. Benutzt man z. B. die Quarzglasqueck- 
silberlampe von Heraeus als Lichtquelle, so bringt man selbe über dem 
Wasserspiegel an; gebraucht man eine Kohlenbogenreflektorlampe, so be- 
wirkt man den senkrechten Einfall ihrer Strahlen durch einen Spiegel aus 
Magnalium, welche Metallegierung die Eigenschaft hat, nur wenig Ultra- 
violett bei der Reflexion zu verschlucken. Die gleichmäßige Belichtung der 
Cuvetten durch diese Lichtquellen wird dadurch gesichert, daß man das 
Wassergefäß um eine senkrechte Achse durch einen Motor drehbar einrichtet. 

Fig. 343 zeigt im Durchschnitt die Anordnung bei Benutzung 
einer Bogenreflektorlampe. «a ist die Lampe, 5 der Magnaliumspiegel, c das 
Wassergefäß mit siebartig durchlöcherter Tragplatte für die Cuvetten.!) 


!) A. Jodlbauer und H.v. Tappeiner, Über die Wirkung des ultravioletten Lichtes 
auf Enzyme. Deutsch. Arch. f. klin. Med. Bd. 87. S.373 (1906) und „Sonderausgabe“ 
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Belichtungsgefäße. 


Belichtungen in zerstreutem Tageslicht von Zellen, welche 
man nur mikroskopisch zu untersuchen hat, also nur in einer beschränkten 
Anzahl von Exemplaren zu belichten braucht, werden entweder in Uhr- 
schälchen oder im hängenden Tropfen in feuchter Kammer (wirksamere 
Anordnung) vorgenommen. Belichtungen von größeren Massen, 
Lösungen und Zellensuspensionen, die man nachher chemisch untersuchen 
will, nimmt man in offenen resp. nur durch Wattepfropfen vor Staubein- 
fall geschützten Flaschen oder Reagenzröhren vor, die an einem der 
Sonne nicht zugänglichen Fenster so aufgestellt werden, daß das Tages- 
licht allseitig Zutritt hat. 

Bei Belichtungen mit intensiver Lichtquelle gewähren aus 
Spiegelglasplatten zusammengestellte flache Kammern (Cuvetten) die 
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Fig. 343. 


beste Liehtausnutzung. Da zur Wirkung Sauerstoff notwendig ist, dürfen sie 
nicht vollgefüllt werden. Bei horizontaler Lagerung, wie sie bei senk- 
rechtem Einfall des Lichtes (s. Fig. 343) notwendig ist, beschlägt sich die von 
der Flüssigkeit nicht bedeckte obere Platte, wenn die Temperatur innen 
und außen nicht vollständig gleich ist, leicht in eimem Grade, daß die 
aufgenommene Lichtmenge sich verändert und mit mehreren Cuvetten 
gleichzeitig unternommene vergleichende Versuche fehlerhaft werden. 


Zu vergleichenden Versuchen mit ultraviolettem Licht unter Füllung 
mit bestimmten Gasen sind folgende Bestrahlungsgefäße von ca. 48 cm® Rauminhalt 


S.197 (Leipzig). Die in genanntem Archive über Lichtwirkung veröffentlichten Unter- 
suchungen aus dem pharmakolog. Institute München sind auch gesammelt in einer 
Sonderausgabe, erschienen unter dem Titel: H. v. Tappeiner und A. Jodlbauer, Die 
sensibilisierende Wirkung fluoreszierender Substanzen. Leipzig, F. C. W. Vogel, 1907. 
Die unter „Sonderausgabe“ angeführten Zitate beziehen sich darauf. 
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erprobt worden (Fig. 344), angefertigt von Steinheil Söhne, optisch-astronomische Werk- 
stätte, München.') 

Sie waren aus je einer planparallelen Quarzplatte von 6 mm Dicke, einer eben- 
solchen Platte aus gewöhnlichem Crownglas und aus einem ringförmigen Glaskörper 
von 6 cm innerem Durchmesser und 2 cm Höhe zusammengestellt. Letzterer war an einer 
Stelle durchbohrt zur Aufnahme des aus einem Stücke gefertigten gläsernen Doppel- 
rohres mit Schaumkugel, das die Zu- und Abfuhr der Gase zu vermitteln hatte. Die 
4 Stücke waren ursprünglich aufeinander geschliffen. Da diese Vereinigungsweise indes 
nicht volle Garantie für stundenlange Dichtigkeit gewährte, wurden sie mit einer feinen 
Kittlage fix miteinander verbunden. Die Kammern hielten nun das Quecksilbervakuum 
beliebig lange. Die Reinigung der Gefäße war durch diese Verkittung der Teile zwar 
erschwert, sofort nach dem Gebrauche vorgenommen indes sicher erreichbar. Die 
Kammer befand sich in einer schweren Metallfassung mit Fuß, auf dem sie während 
der Füllungsoperation stand. Bei der Belichtung (unter Wasser) wurde sie horizontal 
gelegt, mit der Quarzplatte nach unten oder oben (gegen die Lichtquelle gerichtet), je 
nachdem man nur sichtbares oder auch ultraviolettes Licht einwirken lassen wollte.?) 


Fig. 344. Fig. 345. 


An Stelle der auch sonst Übelstände bietenden, aus einzelnen Stücken 
zusammengesetzten Cuvetten (schwierige Reinigung, Dichtung, beschränkte 
Kapazität) treten in vielen Fällen Glasröhren, welche man nebenein- 
ander der Lichtquelle gegenüber aufstellen kann, eventuell wenn man das 
Licht nicht schon vorher durch ein Strahlenfilter „gekühlt“ hat, versenkt 
in eine große Wanne, so daß eine 20—30 cm hohe Schichte von fließen- 
dem Wasser darüber steht. Bei Belichtungen von Flüssigkeiten in luft- 
leerem resp. mit bestimmten Gasen gefülltem Raume haben sich die in 
Fig. 345 abgebildeten Glasröhren von 100 cm? Inhalt, aus einem Stück 


1) A. Jodlbauer und H.v. Tappeiner, Über die Wirkung des ultravioletten Lichtes 
auf Enzyme. Deutsch. Arch. f. klin. Med. Bd. 87. S.373 (1906) und „Sonderausgabe“ 
S. 195, 196. 

?) Quarzkammern anderer Konstruktion sind nach Abschluß des Manuskriptes 
von K. A. Hasselbach, Untersuchungen über die Wirkung des Lichtes auf Blutfarbstoffe 
und rote Blutkörperchen wie auch über optische Sensibilisation für diese Lichtwirkungen. 
Biochem. Zeitschr. Bd. 19. S.435 (1909) beschrieben worden. (Anmerkung bei der 
Korrektur.) 
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geblasen, bewährt.!) Sie dürfen mit kolloidalen (schäumenden) Lösungen 
nur bis höchstens !/, gefüllt werden. Bei genauen vergleichenden Ver- 
suchen, wo es auf ganz gleichmäßige Belichtung und Sauerstoffversorgung 
ankommt, ist es zweckmäßig, die Röhren auf einer rotierenden Scheibe 
radial oder tangential zu befestigen (Fig. 346). 

Durch die Umdrehung erfährt dann jede Röhre eine gleichmäßige 
Schüttelung und gleichmäßige Belichtung. Auf diese Weise können große 
Mengen von Flüssigkeiten oder Zellensuspensionen, z. B. rote Blutkörperchen, 
belichtet werden. ?) 


Auswahl der Stoffe und Konzentration derselben. 


Im allgemeinen zeigen alle Stoffe, welche die Fähigkeit haben, in 
wässeriger Lösung in geringem oder stärkerem Grade zu fluoreszieren, 
die photodynamische Erscheinung. 


Fig. 346. 


Sie wirken jedoch nicht in gleicher Intensität, manche von ihnen 
auch nicht auf alle Objekte. So ist die Dichloranthracendisulfosäure nur 
schwach wirksam bei Hefe, Schimmelpilzen und Bakterien, unwirksam bei 
aus Meerrettig dargestellter Peroxydase, wogegen die Katalase aus Blut oder 
Fettgewebe von diesen Stoffen stark angegriffen wird. Das bei Zellen und 
mehreren Enzymen versagende Äsculin und die Fluoridindisulfosäure sind 
wirksam bei anderen Enzymen und bei Jodkalium usw. Auf diese Differenzen 
kann eventuell ein Trennungsverfahren von Enzymen und Zellen und von 
Enzymen untereinander gegründet werden. 


') A. Jodlbauer und H.v. Tappeiner, Über die Wirkung des Lichtes auf Enzyme 
in Sauerstoff- und Wasserstoffatmosphäre, verglichen mit der Wirkung der photo- 
dynamischen Stoffe. Deutsch. Arch. f. klin. Med. Bd. 85. S. 386 (1905) und „Sonder- 
ausgabe“ S. 116. 

°) H. v. Tappeiner, Über die Beziehung der photodynamischen Wirkung der 
Stoffe der Fluoreszeinreihe zu ihrer Fluoreszenzhelligkeit und ihrer Lichtempfindlich- 
keit. Deutsch. Arch. f. klin. Med. Bd. 86. S.479 (1906) und „Sonderausgabe“ S. 157. 
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Von den fluoreszierenden Stoffen, welche die stärkste und viel- 
seitigste Wirkung haben), seien die folgenden genannt: 

1. Methylenblau (zinkfreies Chlorid, Molekulargewicht 3195), und 
Methylenviolett (Dimethylthionolinchlorid, Molekulargewicht 2925). Fluo- 
reszenz rot, Absorption rot bis gelb. (Bezugsquelle: Badische Anilin- und 
Sodafabrik.) Ersteres ist für Protozoen (Paramaecien) sehr stark eiftig, 
letzteres viel weniger und daher für diese Objekte vorzuziehen. Beide sind 
in neutralen und sauren Lösungen verwendbar. 

2. Stoffe der Fluoreszeinreihe. Sie absorbieren im gelben und 
grünen Bezirk des Spektrums. Die stärkste Wirkung besitzt das Tetra- 
chlortetrajodfluoreszein (Rose bengale) respektive seine Natron- 
verbindung (Molekulargewicht 1017); es lassen sich aber schon durch das 
Tetrabromfluoreszein-Natrium (Eosin, Molekulargewicht 692) starke 
Wirkungen erzielen. 

Diese Stoffe sind nur in alkalisch oder neutral reagierenden Flüssig- 
keiten brauchbar, weil in sauren die freien Farbstoffe ausfallen. Man kann diese 
Wasserunlöslichkeit der Farbsäuren dazu benutzen, um den Farbstoff nach 
der Belichtung abzutrennen, wenn er bei einer eventuell folgenden chemischen 
Untersuchung stören sollte. 

3. Säuren der Anthracen- und Anthrachinonreihe. Ungefähr 
gleichstarke Wirkung wie das obengenannte Rose bengale der Fluoreszein- 
reihe besitzt das lebhaft blau fluoreszierende Dichloranthracen-2'7-disulfo- 
saure Natron (Molekulargewicht 451), Absorption im Blau bis Ultraviolett. 
Für einzelne Objekte von noch stärkerer Wirkung ist das nur sehr 
schwach fluoreszierende 2'7-Anthrachinondisulfonsaure Natron (Molekular- 
gewicht 412); es oxydiert im Lichte nach noch nicht veröffentlichten, im 
pharmakologischen Institute angeführten Untersuchungen beispielsweise 
Glyzerin annähernd ebenso intensiv, wie dies von Uranylsulfat gefunden wurde.) 

Beide Stoffe sind in Flüssigkeiten jeder Reaktion brauchbar, auch in 
sauren, weil die freien Säuren in Wasser leicht löslich sind und daher 
wirksam bleiben. Bezugsquelle : Farbenfabriken vormals Friedrich Bayer & Co. 

Bezüglich der Konzentration, in der die fluoreszierenden Stoffe die 
stärkste Wirkung zeigen, haben darauf gerichtete Untersuchungen) folgen- 
des ergeben: 


') H.v. Tappeiner und A. Jodlbauer, Über die Wirkung der photodynamischen 
(fluoreszierenden) Stoffe auf Protozoen und Enzyme. Deutsch. Arch. f. klin. Med. Bd. 80. 
S.427 (1904) und „Sonderausgabe“ 8. 6—25 u. 27—36. — H.v. Tappeiner, Das photo- 
dynamische und optische Verhalten der Anthrachinone. Deutsch. Arch. f. klin. Med. 
Bd. 82. S. 217 (1905) und „Sonderausgabe“ 8.66. — A. Jodlbauer und H.v. Tappeiner, 
Über die Wirkung fluoreszierender Stoffe auf Toxine. Deutsch. Arch. f. klin. Med. Bd. 85. 
S. 399 (1905) und „Sonderausgabe“ S.139. 

?) €. Neuberg, Chemische Umwandlungen durch Strahlenarten. I. Biochem. Zeit- 
schrift. Bd. 13. S. 305 (1908). 

») A. Jodlbauer und H.v. Tappeiner, Über die Abhängigkeit der Wirkung der 
fluoreszierenden Stoffe von ihrer Konzentration. Deutsch. Arch. f. klin. Med. Bd. 86 
S.468 (1906) und „Sonderausgabe“ S. 146. 
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Bei den Stoffen der Fluoreszeinreihe und bei Methylenblau nimmt 
die Wirkung zunächst mit sinkender Konzentration zu bis zu einem Maximum, 
das zwischen den molekularen Konzentrationen von Y/s3oo0 und Yo000 gelegen 
ist, näher an ersterer. Von da an sinkt mit weiter fallender Konzentration 
die Wirkung wieder, bis sie in Verdünnung von mehreren Millionen schließlich 
gleich Null wird. Konzentrationen im Intervalle von !/3o00 DIS Y/10000 normal 
sind somit am geeignetsten. Hat auf die Belichtung eine chemische Unter- 
suchung zu folgen, so ist es im allgemeinen geraten, nahe an der unteren 
Grenze zu bleiben, weil dann die Anwesenheit der Farbstoffe weniger stört. 

Bei dem dichloranthracen- und anthrachinondisulfosauren Natron be- 
sitzen die höchsten Konzentrationen die stärkste Wirkung, von da ab sinkt 
dieselbe kontinuierlich. Es läßt sich aber noch in Konzentrationen von 
Y/o0o Pis Y/ıoooo normal immerhin noch eine starke Wirkung erzielen, so 
daß es meist völlig genügt, diese letzteren zu verwenden. Um die Her- 
stellung solcher Normallösung bequem zu gestalten, wurde oben bei Be- 
sprechung der einzelnen Stoffe auch deren Molekulargewicht angegeben. 

Auf die als Bleichung bezeichnete photochemische Oxydation der 
fluoreszierenden Stoffe ist zu achten, denn sie bedingt eine steigende 
Abnahme ihrer Wirksamkeit. Die hier aufgeführten Stoffe sind indes sämt- 
lich wenig lichtempfindlich, so daß ihre Veränderung erst bei langdauern- 
den Belichtungen mit intensivem Licht in Betracht kommt. 

Schließlich sei noch auf die Hemmung der Sensibilisierung 
durch Serum und andere eiweißreiche Flüssigkeiten die Aufmerksamkeit 
gelenkt, von der namentlich zellige Gebilde, in geringerem Grade auch 
Enzyme betroffen werden. Sie ist die Folge einer adsorptiven Bindung der 
fluoreszierenden Stoffe. Durch starke Verdünnung resp. Alkalisierung kann 
sie nahezu vollständig aufgehoben oder am Zustandekommen verhindert 
werden.!) 

') G@unni Busck, Die photobiologischen Sensibilisatoren und ihre Eiweißver- 
bindungen. Biochem. Zeitschr. Bd. 1. S. 425 (1906) und A. Jodlbauer und T. Kudo, 
Die Dunkelwirkung fluoreszierender Stoffe auf Eiweiß, Toxine und Fermente und ihre 
Reversibilität. Biochem. Zeitschr. Bd.13. S. 24 (1908). 


Die wichtigsten Methoden der künstlichen 
Parthenogenese. 


Von Jacques Loeb (Berkeley, California). 


1. Die Methoden der künstlichen Parthenogenese beim See- 
igelei. Die nötigen Instrumente sind: eine Anzahl kräftiger chirurgischer 
Scheren zum Öffnen der Seeigel und ein kleiner Löffel aus Glas oder aus 
Muschelschale zum Herausnehmen der Ovarien. Es ist wünschenswert, dab 
die Ovarien nicht mit Metallen oder Metalloxyden oder -salzen in Be- 
rührung kommen. Aus demselben Grunde ist es wünschenswert, wenn auch 
nicht unerläßlich, daß das zu den Versuchen zu benutzende Seewasser in 
Glas direkt aus dem Ozean geschöpft und nicht aus der metallenen 
Aquariumsleitung entnommen wird. Das Seewasser muß filtriert und, um 
etwa vorhandene Spermatozoen abzutöten, auf etwa 50° erhitzt und dann 
wieder abgekühlt werden. 

Bevor man einen Seeigel öffnet, bringt man ihn unter einen Strahl 
Süßwasser, um etwa an der Oberfläche haftende Spermatozoen abzuwaschen. 
Dann öffnet man den Seeigel, um die Ovarien herauszunehmen. Das Öffnen 
geschieht am besten in der folgenden Weise: Man führt den spitzen Schenkel 
einer kräftigen Schere in die Mundöffnung des Seeigels und schneidet radial 
etwa einen bis zwei Zentimeter ein (je nach der Größe des Seeigels mehr 
oder weniger weit) und schneidet dann diesem Radius entsprechend ein 
kreisrundes Stück, mit dem Mund als Zentrum, aus der Schale des Seeigels 
heraus. Sobald dieses Stück entfernt ist, sieht man die Geschlechtsdrüsen 
und kann dann meist nach der Farbe entscheiden, ob das geöffnete Exemplar 
ein Weibchen ist. Ist das der Fall, so gestaltet sich das weitere Verfahren 
folgendermaßen. Man läßt den Inhalt der Körperhöhle aus der Öffnung aus- 
laufen und befreit die Körperhöhle von Fäkalmassen durch nicht zu kräftiges 
Herausschleudern des Inhaltes aus der Körperhöhle. Dann nimmt man die 
Övarien mit dem Glaslöffel, der die geeignete Größe besitzen mul), einzeln 
heraus. Jedes Ovarium wird dann in einer Schale mit etwa 200 cm® See- 
wasser abgewaschen und dann in eine Schale mit etwa 50cm? Seewasser 
gebracht. Die Eier fließen zur Zeit der Reife spontan aus dem Ovarıum 
und nur diese Eier sollen zu Versuchen benutzt werden. 


1180 Jacques Loeb. 


Ist der geöffnete Seeigel ein Männchen, so muß der Experimentator 
Hände und Instrumente sofort sterilisieren, da sonst die Kulturen leicht 
mit Samen infiziert werden. Zum Sterilisieren der Hände genügt Abwaschen 
derselben mit Seife und gründliches Trocknen derselben. Die Instrumente 
werden in der Weise desinfiziert, daß man sie in Süßwasser legt und dann 
gründlich abtrocknet. Dazu ist es nötig, die Scherenschenkel auseinander 
zu nehmen. Es ist wesentlich, dal die Eier unmittelbar nach der Heraus- 
nahme zu dem Versuch benutzt werden. Nur auf Eis lassen sie sich einige 
Stunden oder vielleicht etwas länger für den Versuch brauchbar erhalten. 
Ebenso ist es unerläßliche Vorbedingung, daß die Seeigel selbst vor dem 
Versuch nicht an Sauerstoffmangel leiden. Wo es tunlich ist, entnimmt man 
am besten die Seeigel für jeden Versuch frisch aus dem Ozean. 

Die Entwicklungserregung kann mit und ohne Membranbildung ge- 
schehen. Um die Membranbildung hervorzurufen, mischt man 2:8cm3 einer 
”/,. einbasischen Fettsäure (z. B. Buttersäure) mit 50 cm? Seewasser. (Gründ- 
liche Mischung nötig!) Dann werden die Eier in diese Mischung gebracht, 
und mit einer Pipette in derselben zerstreut, so daß jedes Ei sofort mit 
der Säure in Berührung kommt. Dann läßt man die Eier langsam zu Boden 
fallen. Sobald alle am Boden sind, bringt man dieselben durch mäßiges 
Rotieren des Gefäljes alle in das Zentrum des letzteren. Man kann dann 
mit der Pipette die Eier fast ohne anhaftende Säure in normales Seewasser 
zurückbringen. Dieses Übertragen der Eier in normales Seewasser geschieht 
bei 15° in anderthalb bis zwei Minuten. Man hat zu dem Zweck vier 
Schalen, jede mit 200 cm Seewasser, bereit stehen. Nach anderthalb Minuten 
überträgt man die erste Pipette voll Eier aus dem säurehaltigen in das 
normale Seewasser und alle halbe Minute wird eine neue Pipette mit Eiern in 
eine neue Schale übertragen. Man erhält auf diese Weise mit Sicherheit 
mindestens eine Schale, in der alle Eier eine völlig normale Befruchtungs- 
membran bilden. !) 

Da für jede Seeigelform andere Konzentrationen und Zeiten gewählt 
werden müssen, so ist es nötig, vor jedem Versuch mit einer Spezies die 
für dieselbe geltenden Zeiten und Säurekonzentrationen in der angegebenen 
Weise zu ermitteln. Bei zu kurzer sowohl wie bei zu langer Expositions- 
dauer bleibt die Membranbildung aus. 

Nach der Behandlung mit Säure haben die Eier eine Tendenz zu 
agglutinieren. Man kann das Agglutinieren der membranhaltigen Eier da- 
durch verhindern, daß man dieselben von Zeit zu Zeit leicht mit der Pipette 
in Bewegung erhält. Das Agelutinieren der Eier ist übrigens von keinen 
ernstlichen Folgen für den Erfolg des Versuches begleitet. 

Etwa zehn Minuten nach der künstlichen Membranbildung bringt man 
die Eier in hypertonisches Seewasser. Als hypertonisches Seewasser dient 
in meinen Versuchen eine Mischung von 50cm: Seewasser und 7—8 cm? 
21/,; n-NaCl-Lösung. In dieser Lösung bleiben die Eier 30—50 Minuten. 


t) Loeb, Untersuchungen über künstliche Parthenogenese. Leipzig 1906. S. 329. 
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Es ist nötig, daß man alle 3 oder 5 Minuten eine Portion Eier in eine 
besondere Schale mit normalem Seewasser überträgt. Trifft man die Dauer 
der Exposition nicht genau, so erhält man schlechte Resultate.!) Bei zu 
kurzer Exposition entwickeln sich die Eier nicht und bei zu langer Expo- 
sition erhält man verkrüppelte Larven. Da die hypertonische Lösung wesent- 
lich durch ihren Einfluß auf die Oxydationen wirkt, so ist es nötig, daß das 
hypertonische Seewasser genügende Mengen freien Sauerstoffs enthält 2), 
und daß nur relativ wenige Eier in ein Gefäß mit hypertonischem See- 
wasser kommen. Die Eier müssen in einer dünnen Schicht am Boden des 
Gefäßes liegen, damit sie sich den Sauerstoff nicht ‚gegenseitig streitig 
machen. Es ist ferner nötig, darauf zu achten, daß die Temperatur der 
hypertonischen Lösung nicht zu hoch ist. ?) Für Strongylocentrotus purpuratus 
muß die Temperatur unter 20° liegen. Für andere Formen sind die absoluten 
Zahlen etwas verschieden, nicht nur für die Temperatur, sondern auch in 
bezug auf die Zeit, während welcher die Eier in der hypertonischen Lösung 
bleiben müssen. 


2. Variationen dieser Methode. 


Anstatt die Membranbildung beim unbefruchteten Seeigelei durch eine 
einbasische Fettsäure hervorzurufen, kann man sie mit irgend einem der 
bekannten ceytolytischen Medien bewirken, z. B. durch Saponin. Löst man 
eine Spur Saponin in Seewasser auf und bringt man die Eier in dieses 
Seewasser, so bilden dieselben in wenigen Minuten eine prachtvolle Be- 
fruchtungsmembran. Sobald das geschieht, müssen die Eier sofort in normales 
Seewasser gebracht werden und durch vier- bis sechsmaliges Waschen in 
frischem Seewasser müssen sie sorgfältig von der letzten Spur des giftigen 
Saponins befreit werden. Dann behandelt man die Eier wie vorhin mit 
hypertonischem Seewasser. Bleiben sie zu lange in der Saponinlösung, so 
tritt Cytolyse der Eier ein. Auch bei ungenügendem Auswaschen der Eier 
nach der Membranbildung leiden sie. #) 


Auch artfremdes Blut kann zur Hervorrufung der Membranbildung 
beim Seeigelei verwendet werden, z. B. das Blut von Warmblütern oder 
von Gephyreen.5) Die Membranbildung gelingt aber in diesem Falle nur 


1) Loeb, Über den Unterschied zwischen isosmotischen und isotonischen Lösungen 
bei der künstlichen Parthenogenese. Biochem. Zeitschr. Bd.11. S. 144 (1908). 

2) Loeb, Über den chemischen Charakter des Befruchtungsvorgangs. Biochem. 
Zeitschr. Bd. 1. S. 183 (1906). Derselbe, Weitere Versuche über die Notwendigkeit von 
freiem Sauerstoff für die entwicklungserregende Wirkung hypertonischer Lösungen. 
Pflügers Archiv. Bd. 108. S. 30. (1907). 

3) Loeb, Untersuchungen über künstliche Parthenogenese. Leipzig 1906. 8.49. 

#) Loeb, Über die Hervorrufung der Membranbildung und Entwicklung beim See- 
igelei durch das Blutserum von Kaninchen und durch eytolytische Stoffe. Pflügers Archiv. 
Bd. 122. S. 196 (1908). 


5) Loeb, Weitere Versuche über die Entwicklungserregung des Seeigeleis durch 
das Blutserum von Säugetieren. Pflügers Archiv. Bd. 124. S. 37 (1908). 
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bei den Eiern eines gewissen Prozentsatzes der Weibchen, während sie mit 
den anderen Mitteln bei den Eiern aller Weibchen gelingt. 


3. Entwicklungserregung ohne Membranbildung. 

Um die Eier ohne Membranbildung zur Entwicklung zu bringen, be- 
nutzt man die ursprüngliche Methode der künstlichen Parthenogenese, die 
darin besteht, dab man die Eier direkt in das hypertonische Seewasser 
bringt. Das hypertonische Seewasser kann in diesem Falle etwas konzen- 
trierter sein als bei Eiern, die schon eine Membran besitzen. Man darf 
zu 50cm? Seewasser 8—16cm? einer 21/, n-NaCl-Lösung zusetzen. Man 
kann außerdem auch noch die Wirksamkeit der Lösung dadurch erhöhen, 
daß man dieselbe durch Zusatz von etwas Natronlauge etwas alkalischer 
macht (05—1'5 cm? n/10-NaHO zu 50cm? Seewasser). Durch Zusatz der 
Lauge wird auch die Expositionsdauer etwas abgekürzt. Die Eier bleiben 
etwa 1—2 Stunden in der hypertonischen Lösung. Nach einer Stunde über- 
trägt man in Intervallen von je 15 Minuten eine Portion der Eier in nor- 
males Seewasser. !) 

Die Ausbeute ist bei den Methoden mit Membranbildung viel günstiger 
als bei Methoden ohne Membranbildung, so daß die letzteren Methoden 
kaum mehr eine praktische Bedeutung besitzen. Bei den Methoden mit 
Membranbildung kann man bei vorsichtigem Arbeiten darauf rechnen, daß 
nahezu 100°/, der Eier sich zu Larven entwickeln, von denen ein großer 
Teil sich zu normalen Pluteen entwickelt. 

4. Versuche am Seesternei. 

Bei Versuchen mit Seesterneiern muß man berücksichtigen, daß die 
Eier bei der Herausnahme oft nicht reif sind. Man erkennt den Zustand 
der Unreife daran, daß der Kern in diesem Falle sehr groß und deutlich 
sichtbar ist. Da freier Sauerstoff für die Reifung nötig ist?), so lasse man 
die Eier in einer flachen Schale und in dünner Schicht, nur mit einer 
niedrigen Schicht Seewasser bedeckt liegen. Sind die Eier reif, d. h. haben 
dieselben eines oder beide Polkörperchen ausgestoßen, so sind dieselben 
für die künstliche Parthenogenese bereit. Die Methoden der Parthenogenese 
sind im Grunde dieselben wie beim Seeigelei, nur etwas einfacher, da das 
Seesternei schon eine Tendenz hat, sich ohne jeden äußeren Eingriff parthe- 
nogenetisch zu entwickeln. Die Vorsichtsmaßregeln bei der Herausnahme 
der Eier sind dieselben wie bei dem Seeigelei. 

Bei Asterias in Woods Holle veranlaßten ZLoeb und Nelson die un- 
befruchteten Eier von Asterias Forhesii dadurch zur Entwicklung, daß sie 
dieselben 3—20 Minuten in Seewasser brachten, dem etwas Säure zugefügt 
war, etwa 3—5 cm3 n/10-Säure zu 100 cm? Seewasser. ?) Delage benutzt mit 


!) Loeb, Zur Analyse der osmotischen Entwicklungserregung unbefruchteter See- 
igeleier. Pflügers Archiv. Bd. 118. S. 181 (1907). 

?) Loeb, Über Eireifung, natürlichen Tod und Verlängerung des Lebens beim un- 
befruchteten Seesternei ete. Pflügers Archiv. Bd.93. S.59 (1902). (Untersuchungen. S. 237.) 

3) Loeb und Neilson, Weitere Versuche über künstliche Parthenogenese. Pflügers 
Archiv. Bd. 87. S. 594 (1901). (Untersuchungen. S. 278). 
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Vorliebe Kohlensäure.) Er läßt Kohlensäure durch das Seewasser gehen, 
ehe er die Eier in dasselbe bringt. Die Eier bleiben in dieser Lösung etwa 
eine Stunde. Diese Methode eignet sich aber nicht für quantitative Versuche. 

Bei Asterina hat Loeb die künstliche Parthenogenese dadurch er- 
zielt, dal) er die Membranbildung bei den Eiern, nachdem sie gereift waren, 
durch Behandlung mit einer einbasischen Fettsäure hervorrief, ganz wie 
im Falle des Seeigeleis.®) Die Säuremengen, welche im Falle von Asterina 
zugefügt werden mußten, waren etwas höher als die Mengen, welche für 
das Ei von Strongylocentrotus nötig waren. 

5. Künstliche Parthenogenese am Molluskenei.?°) 

Bei Versuchen an den Eiern von Lottia gigantea und verschiedenen 
Arten von Acmaea hat sich die ursprüngliche Methode der künstlichen 
Parthenogenese mittelst hypertonischen Seewassers bewährt. Man bringt 
die Eier in eine Mischung von 50 cm® Seewasser und 8—16 em? 2!/,n-Na Ül- 
Lösung. Die Eier bleiben hier 1—2 Stunden. Nach einer Stunde fängt man 
an in Intervallen von je 15 Minuten eine Portion der Eier in normales 
Seewasser zu übertragen. 

Die Resultate werden erheblich besser, wenn man zu je 50cm? der 
hypertonischen Lösung 0'5—1'0 cm®n/10-NaHO zusetzt. 

6. Künstliche Parthenogenese am Annelidenei. 

Bei den unbefruchteten Eiern von Chaetopterus kann man die Ent- 
wicklung dadurch veranlassen, daß man dieselben 10—30 Minuten in See- 
wasser bringt, dessen Kaliumgehalt genügend erhöht ist. Eine Mischung 
von 95cm: Seewasser und 5em> 2%/,n-KÜl-Lösung genügt dieser Be- 
dingung. ®) 

Bei Amphitrite gelang die Entwicklungserregung durch Hinzufügen 
einer entsprechenden Quantität emes Caleiumsalzes. ) In beiden Fällen er- 
hielt man eine Larvenentwicklung ohne Zellteilung. Die Larven starben nach 
kurzer Zeit. 

Bessere Resultate wurden erzielt bei zwei anderen Annelidenformen, 
nämlich Thalassema und Polynose. Bei Thalassema gelang es Lefevre®), 
eine normale Entwicklung dadurch zu erzielen, daß er die Eier 5 Minuten 
in eine Mischung von 15cm? einer n/10-Säure, z. B. Salzsäure oder Essig- 
säure, und 85cm? Seewasser brachte. Nach der Übertragung der Eier in 
normales Seewasser gaben sie die Polkörperchen ab und entwickelten sich 
zu normalen Larven unter Furchung. Bei Polynose gelang dasselbe dadurch, 
daß die Eier erst zwei Stunden in hyperalkalisches Seewasser (1'5 cm® n/10- 


1) Delage, Nouvelles recherches sur la Parthenogenöse experimentals chez Asterias 
glaeialis. Arch. de Zoolog. experimentals. 3e serie. T. 10. p. 213 (1902). 

®) Loeb, Untersuchungen über künstliche Parthenogenese. Leipzig 1906. S. 349. 

>) Loeb, Über die allgemeinen Methoden der künstlichen Parthenogenese. Pflügers 
Archiv. Bd. 118. S. 575 (1907). 

#) Loeb, Untersuchungen über künstliche Parthenogenese. Leipzig 1906. S. 167. 

5) Loeb und Fischer, ibid. S. 280. 

6) Lefevre, Artificial Parthenogenesis in Thalassema mellita. Journal of Experi- 
mental Zoology. Vol. 4. p. 92 (1907). 


Abderhalden, Handbuch der biochemischen Arbeitsmethoden. III. 75 


1184 Jacques Loeb. Die wichtigsten Methoden der künstlichen Parthenogenese. 


NaHO zu 50cm3 Seewasser) und dann 2 Stunden in hypertonisches See- 
wasser (DO cm3 Seewasser + 10cm? 2!/, n-NaÜl) übertragen wurden. !) 

Die Behandlung der Eier mit Alkali läßt sich ersetzen durch eine 
Behandlung derselben mit Seewasser, dem eine Spur Saponin zugefügt ist. 
Man läßt die Eier etwa 1!/, Minuten in dieser Lösung, bis sie anfangen 
eine Membran zu bilden?), und überträgt sie dann nach wiederholtem 
gründlichem Waschen in normalem Seewasser für etwa 2 Stunden in hyper- 
tonisches Seewasser. In normales Seewasser zurückgebracht, entwickeln 
sie sich. 

Bei der Anwendung der hypertonischen Lösungen muß man berück- 
sichtigen, daß der Temperaturkoeffizient für die Wirksamkeit desselben 
relativ hoch ist (etwa 3—5 für 10°). 

Bei Versuchen über künstliche Parthenogenese bei Echinus esculentus 
in Plymouth, England, habe ich neuerdings gefunden, daß es zur Erzielung 
einer guten Membranbildung nötig ist, die Eier aus dem buttersäurehal- 
tigen Seewasser in eine Mischung von 50 em® + 1'0 */,, NaHO zu bringen. 
Nach der Membranbildung überträgt man sie wieder ins Seewasser.?) 


!) Loeb, Über die allgemeinen Methoden der künstlichen Parthenogenese. Pflügers 
Archiv. Bd. 118. S. 572 (1907). 

2) Über die Entwicklungserregung unbefruchteter Annelideneier mittelst Saponin 
und Solanin. Pflügers Archiv. Bd. 122. S. 448 (1908). 

®) Loeb, Untersuchungen. S. 494. 

*) Einee ingehende Diskussion der Methode der künstlichen Parthenogenese findet 
der Leser in meinem neuen Buche: Die chemische Entwicklungserregung des tierischen 
Eies. 1909. 


Die wichtigsten Methoden der Immunitäts- 
forschung. 


Von Leonor Michaelis, Berlin. 


Herstellung und Nachweis von Antikörpern. 


Von den spezifischen Antikörpern kommen für die physiologische 
Chemie hauptsächlich die Eiweißpräzipitine, die Hämagglutinine und die 
Hämolysine in Betracht. Hiervon sollen an der Hand eines konkreten Bei- 
spieles erstens die Präzipitine, zweitens die Hämagglutinine und Hämo- 
lysine und drittens das durch Kombination dieser beiden Gebiete hervor- 
gehende Verfahren der Komplementablenkung geschildert werden. 


I. Die Eiweißpräzipitine. 

Wir stellen uns die Aufgabe, ein Präzipitin ‚für Pferdeserumeiweiß 
herzustellen und seine Wirksamkeit zu erkennen. Dazu injizieren wir einem 
Versuchstiere einige Male Pferdeserum, entnehmen dem Versuchstiere Blut 
und zeigen, daß das daraus gewonnene Serum im Reagenzglas mit Pferde- 
serum einen Niederschlag gibt. 

1. Die Wahl des Versuchstieres. 


Wenn nicht ganz besondere Gründe es verbieten, wähle man als 
Versuchstier das Kaninchen; kommt es auf die Gewinnung besonders 
großer Serummengen an, so wähle man zwischen Hammel, Ziege oder 
Pferd. In unserem Falle ist das Pferd eo ipso ausgeschlossen, weil Pferde- 
serum, einem Pferde injiziert, kein Präzipitin erzeugt; stets muß die in- 
jizierte Eiweißart einer dem injizierten Tiere fremden Spezies entstammen. 
Von den kleineren Versuchstieren ist das Kaninchen besonders geeignet, 
weil es leicht Antikörper erzeugt und die besondere Ausbildung seiner 
Ohrvene intravenöse Injektionen und häufige Probeblutentnahmen ohne 
operative Eingriffe erleichtert. Niemals wähle man Hund oder Katze als 
Versuchstier, weil diese keine Präzipitine erzeugen. 

75* 
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2. Die Methodik der Injektionen. 


Man kann zwischen der subkutanen, intraperitonealen oder intravenösen 
Injektion wählen. Die subkutane Injektion macht man am! besten unter 
die Rückenhaut. Zur intraperitonealen Injektion lasse man das Kaninchen, 
an der Nackenhaut und den Hinterfüßen gefaßt, die Bauchseite nach oben, 
das Kopfende etwas gesenkt, halten, entferne an einer kleinen Stelle etwa 
in der Mitte des Bauches einige Haare, am besten durch einmaliges Aus- 
rupfen, säubere diese Stelle mit Alkohol und steche mit der Spritze dreist 
senkrecht hinein, indem man sofort mit der Injektion beginnt, um dadurch 
die der Kanülenspitze sich anlegenden Därme von sich zu drängen. 

Die intravenöse Injektion führt man beim Kaninchen in folgender 
Weise aus: Ein Gehilfe hält sitzend das Tier fest und hält ein Ohr des 


Fig. 347. 


Tieres (Fig. 347) dem Öperateur entgegen. Man führe nun die Kanüle 
der vollständig gefüllten, von Luft befreiten Spritze in tangentialer Rich- 
tung etwa Y/;—1 cm weit in die Vene des lateralen Ohrrandes ein und 
führe die Injektion langsam aus. Man muß das Durchströmen der Vene 
beobachten können und sich überzeugen, daß kein subkutanes Ödem ent- 
steht. Sollten die Venen sehr eng sein, so kann man sie dadurch er- 
weitern, daß man das Ohr mit einem mit Xylol befeuchteten Tuch leicht 
einreibt. Nach Beendigung der Injektion ziehe man die Spritze heraus und 
komprimiere sofort die Injektionsstelle eine Minute zwischen den Fingern 

Im allgemeinen ist die intraperitoneale Injektion die bequemste. Man 
injiziere bei jeder Injektion 5—10 cm® Serum, bei intravenöser Injektion 
1—2 cm’. 


3. Die Injektionsintervalle. 


Nach der ersten Injektion warte man mindestens 6—7 Tage, nicht 
weniger, vor allem aber auch nicht mehr (wegen der Gefahr der 
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dann eintretenden Überempfindlichkeit), bis man die zweite macht. 6 bis 
7 Tage nach der zweiten Injektion kann man schon eine Probeblutent- 
nahme vornehmen, meist ist aber noch eine dritte Injektion nötig. Manche 
Tiere steigern den Präzipitingehalt durch weitere, in Intervallen von 5 bis 
6 Tagen fortgesetzte Injektionen noch weiter. Auf jeden Fall warte man 
mit der Blutentnahme mindestens 5—6 Tage nach der letzten Injektion. 

Wenn nach Monaten der Präzipitingehalt des Kaninchenblutes schon 
stark abgenommen hat, so läßt er sich meist durch eine einmalige Injektion 
wieder in die Höhe treiben. 

Die Dosen für die einzelnen Injektionen kann man stets gleich 
wählen. Man hüte sich, mit der Zahl der Injektionen die Dosis zu ver- 
stärken, wie man es zur Herstellung von Antitoxinen macht, die oft ein- 
tretende Überempfindlichkeit nach wiederholten Injektionen macht eine 
Steigerung der Dosis ganz besonders bei intravenöser Injektion ge- 
fährlich, besonders wenn man das Intervall zwischen den Injektionen größer 
als hier angegeben nimmt. Manche Tiere, die bei der ersten Injektion jede 
beliebige Menge Serum vertragen, werden bei einer wiederholten Injek- 
tion von 2cm? in die Vene getötet. Man gebe bei der ersten Injek- 
tion eine reichliche Dosis (5 —10 cm3), da gerade geringe Dosen (Zenti- 
gramme oder Milligramme Serum) bei der ersten Injektion die Über- 
empfindlichkeit für die zweite begünstigen. 


4. Gewinnung des Präzipitinserums. 


Braucht man kleinere Mengen Serum, so macht man eine Probeblut- 
entnahme, für größere Mengen eine totale Entblutung. 

1. Die Probeblutentnahme beim Kaninchen wird in folgender Weise 
ausgeführt: Wenn nötig, befreie man etwa eine 1 cm lange Stelle der lateralen 
Ohrvene durch Rupfen von den Härchen. Dann reibe man das Ohr mit einem 
mit Xylol befeuchteten Lappen etwas ein und trockne es wieder. Nach 
einer Minute sind die Venen prall gefüllt. Dann mache man mit einer 
kleinen Lanzette, wie sie etwa in mikroskopischen Präparierbestecken sind, 
einen feinen Schlitz in die Vene. Dann tropft das Blut manchmal sofort, 
manchmal nach einiger Zeit in dicken Tropfen herab. Wenn es nach einer 
Weile zu versiegen beginnt, so reibe man die Thromben an der Venen- 
öffnung fort; sodann beginnt die Blutung meist von neuem. Um die 
Blutung zu sistieren, warte man entweder einen Zeitpunkt ab, wo dies von 
selbst eintritt. Geschieht dies nicht, so komprimiere man die Vene. Ent- 
weder legt man an den Rand des Ohres eine kleine, nicht zu stark klem- 
mende Arterienklemme für 10 Minuten an oder man streift einen Gummi- 
ring über das ganze Ohr hinweg bis auf die Ohrwurzel. Diesen Gummiring 
improvisiert man sich, indem man ein 3 mm langes Stück eines Gummi- 
schlauches (Leuchtgasschlauches) abschneidet. Man benutzt ihn je nach 
Bedarf einfach oder zusammengefaltet. Sobald wie möglich, spätestens nach 
einer Stunde, entferne man die Ligatur, weil sonst Gangrän des Öhres 
eintreten kann. 
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Meist gelingt es leicht, 20—30 cm? Blut so zu erhalten. Die angeschnit- 
tene Stelle des Ohres verheilt manchmal spurlos, in anderen Fällen ob- 
literiert sie. Will man einem Tiere häufig Probeblutentnahmen machen, so 
mache man die erste, um die Venen gut auszunutzen, möglichst peripher 
und die folgenden immer weiter zentralwärts. 

2. Die totale Entblutung. Das Tier wird mit dem Rücken auf 
ein Operationsbrett aufgespannt, der Hals möglichst gestreckt. Die Hals- 
gegend wird rasiert und etwas seitlich von der Mittellinie ein etwa 6 cm 
langer Schnitt gemacht, dann präpariert man möglichst stumpf die Karotis 
heraus, welche man in der Tiefe des Winkels zwischen Musculus sterno- 
cleidomastoideus und Musculus omohyoideus findet. Man unterminiere sie 
auf eine Strecke von mindestens 4cm, trenne sie vom Nervus vagus los 
und unterbinde sie zunächst so peripher wie möglich. Dann lege man 
möglichst zentral eine Arterienklemme an und spieße an einer bequem 
liegenden Stelle mit einer sehr scharfen, mit langem Griff ver- 
sehenen Präpariernadel die Wand der Arterie auf in der Art, 
daß die Nadel nicht durch das Lumen der Arterie geht. Die Nadel soll 
ein sicherer Zügel für die Arterie sein. Hat man das erreicht, so schneide 
man die Arterie durch und lüfte die Klemme. Mit der Nadel dirigiert man 
den Blutstrahl in die gewünschte Richtung. 

Die Ausbeute bei einem nicht zu kleinen Kaninchen ist selten unter 
80 cm®, manchmal erheblich mehr. 


Gewinnung des Serums. 


Das Serum kann aus dem Blute durch spontane Ausscheidung oder 
durch Zentrifugieren gewonnen werden. Zum Zwecke der spontanen Ab- 
scheidung fange man das Blut in einem zylinderförmigen Gefäß auf, lasse 
es in etwa schräger Lage gerinnen, löse den Blutkuchen nach Beendigung 
der Gerinnung mit einem scharfen Instrument, einem langen schmalen 
Messer oder mit einem festen Draht ringsherum von der Glaswand ab und 
lasse es einen Tag im Eisschrank stehen. Dann scheidet sich das Serum 
ab, nach weiteren 24 Stunden oft noch ein beträchtlicher zweiter Anteil. 
Man hebe das Serum mit einer Pipette ab. Nötigenfalls kann man es dann 
noch zentrifugieren. 

Die Gewinnung des Serums durch sofortiges Zentrifugieren geschieht 
in folgender Weise: man fange das Blut gleich in dem Zentrifugiergefäße 
auf, lasse es zunächst vollkommen gerinnen, und erst, wenn dies sicher 
eingetreten ist, löse man die geronnene Blutmasse von der Wand des 
Glases ab und zentrifugiere dann sofort mit einer Tourenzahl von 2000 
bis 3000 pro Minute, etwa !/, Stunde lang. Dann pipettiere man das Serum 
ab. Dies geschieht am besten mit einer mit Gummihütchen versehenen, 
fein ausgezogenen Glaspipette. 


Die Aufbewahrung des Serums. 


Die beste Aufbewahrung ist die in sterilem Zustand ohne jeden Zu- 
satz. Bei größeren Serummengen kann man durch Filtrieren durch Ton- 


‚ 


wa, 


Die wichtigsten Methoden der Immunitätsforschung. 1189 


kerzen sichere Sterilität erreichen. Am besten dürfte sich dazu der Apparat 
von Uhlenhut und Weidanz!) eignen. Für physiologische Zwecke wird man 
kaum in die Lage kommen, ihn zu benutzen. 

Bei Antikörpern, welche höhere Temperaturen gut vertragen, wie die 
Präzipitine, kann man aber auch einfach vollkommene Sterilität dadurch 
erreichen, daß man das Serum, sauber entnommen, in sterilisierte Reagenz- 
gläser abfüllt, diese zuschmilzt und an drei aufeinanderfolgenden Tagen 
ı/, Stunde lang in ein Wasserbad von 52—55° bringt. Die Aufbewahrung 
geschieht dann im Eisschrank. Angebrochene (Juanten werden am besten 
durch Einfrieren konserviert. 

Den Gefrierkasten läßt man sich am besten gleich so einrichten, dab 
die Materialien in Reagenzgläsern (aus besonders dickem, nicht so leicht 
zerbrechlichem Glase angefertigt) eingefüllt, bequem untergebracht werden 
können. Ein mit einem starken Luftmantel versehener Holzkasten mit Blei- 
belegung (andere Metalle sind unbrauchbar) wird täglich einmal mit einem 
Gemisch von Viehsalz und nicht zu fein zerhacktem Eis gefüllt. In das 
Eis wird ein Gestell für Reagenzgläser (ebenfalls aus Blei) vermittelst eines 
keilartig geformten Bodens durch schraubenartige Bewegungen hinein- 
gedrückt. ?) 

Sehr empfehlenswert ist auch die Aufbewahrung der im Vakuum über 
Schwefelsäure bei etwa höchstens 40° völlig getrockneten Sera. Diese 
Methode ist besonders für den Versand und für sehr lange Aufbewahrung 
zu empfehlen. Die getrockneten Sera werden in Reagenzgläser einge- 
schmolzen und vor dem Gebrauch in Wasser gelöst. Gerade für die Prä- 
zipitine ist diese sonst sehr empfehlenswerte Methode nicht die ideale, 
weil die Wiederlösung der Trockensera in wenig verdünntem Zustand oft 
sehr opaleszente Lösungen gibt. Dagegen ist es für jahrelange Konser- 
vierung z. B. der hämolytischen Sera die ideale Methode. 

Auch Desinfektionsmittel kann man zur Aufbewahrung anwenden: 
Chloroform, wenige Tropfen auf ein Reagenzglas, Karbolsäure, ?/,, Volumen 
einer 5°/,igen Lösung. Toluol ist nicht sehr geeignet, weil es leicht Trübungen 
erzeugt. 

Für die Aufbewahrung der zu injizierenden Sera oder Eiweißlösungen 
gilt dasselbe. Hier dürfte die Aufbewahrung unter Chloroform die bequemste 
sein. Man fülle das Serum in einen Kolben, gebe auf je 100 cm® nicht mehr 
als 1 cm® Chloroform zu, schüttele durch und verschließe den Kolben gut 
(nicht mit einem Wattepfropf!). 


5. Die Prüfung des Präzipitins. 


Man halte sich kleine Reagenzgläser vorrätig, etwa 8 mm breit und 
8 cm lang, mit einem passenden Gestell, ferner Pipetten zu 1 cm® in O'Ol cm? 


!) Siehe Weidanz in Handbuch der Methodik der Immunitätsforschung von Kraus 
und Levaditi. 

?) Ein passendes Gestell nebst Gefrierapparat habe ich in den Vereinigten Fabriken 
für Laboratoriumsbedarf, Berlin N., anfertigen lassen. Viel in Gebrauch ist auch der 
Gefrierapparat „Frigo“ von Lautenschläger in Berlin. 
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geteilt, auf Ausblasen geaicht. Man fülle in eine Reihe von Reagenzgläsern 
je 05 cm® Pferdeserum ein, und zwar unverdünnt, 1/, verdünnt, !/, ver- 
dünnt usw. Man macht das am besten in folgender Weise. Man fügt aus 
einer größeren, 10 cm? fassenden Pipette in alle Reagenzgläser mit Aus- 
nahme der ersten 0'5 em3 einer 0'85°/,igen CINa-Lösung. Dann nimmt man 
1 cm? Pferdeserum in eine 1 cm? fassende Pipette, läßt davon !/, cm® in 
das erste Glas, !/, em3 in das zweite. Man mischt das zweite durch wieder- 
holtes Auf- und Abziehen der Flüssigkeit gut durch und entnimmt dann 
mit derselben Pipette !/, cm3 und bringt sie in das dritte Glas; hier mischt 
man mit derselben Pipette ebenso und verfährt so weiter. 

Will man größere Abstände zwischen den Gläsern machen, so mache 
man in entsprechender Weise die Verdünnungen 1:10, 1: 100, 1:1000 usw. 
bis 1:1,000.000. In allen Röhrchen muß das Volumen zum Schluß gleich 
sein. Sodann gibt man mit einer neuen Pipette in jedes der Röhrchen 
02 cm? des Präzipitinserums hinzu und wartet ab. Erwärmung im Brut- 
schrank beschleunigt die Reaktion. Es entsteht dann eine Trübung, die 
sich im Laufe von einer Stunde oder später zu einem Niederschlag zu- 
sammenballt. Wenn man nach 1stündigem Aufenthalt im Brutschrank die 
höhrchen ins Zimmer stellt, so tritt bei der Abkühlung die Präzipitation 
oft plötzlich ein. Der Niederschlag ist nicht am stärksten da, wo am meisten 
Pferdeserum zugegeben ist, sondern in einer der mittleren Verdünnungen, 
weil ein Überschuß der präzipitablen Substanz die Niederschlagsbildung hemmt. 

Mitunter sind die präzipitablen Substanzen so trübe, daß man direkt 
die Präzipitinreaktion nicht vornehmen kann, welche natürlich völlige Klar- 
heit der Reagenzien verlangt. Man habe z. B. die Aufgabe, in einem Extrakt 
aus einem Organ oder einer Wurst Pferdeserumeiweiß nachzuweisen. Es 
sind für die polizeiliche und forensische Anwendung für diesen Zweck ver- 
schiedene Verfahren angegeben worden, ich glaube aber, daß man für 
physiologische Zwecke mit folgender Methode immer auskommen wird. Das 
Organ (oder die Wurst) wird zuerst grob zerschnitten, dann im Mörser 
zerkleinert, so wie es ohne Anwendung besonderer Mittel möglich ist, dann 
einige Stunden im Schüttelapparat extrahiert mit der 10fachen Menge einer 
wässerigen Lösung von 1°/, CINa und 0'5°/, Phenol. Dann lasse man das 
Gemisch einen Tag auf Eis stehen. Darauf läßt es sich durch wiederholtes 
Aufgießen auf ein und dasselbe Filter gewöhnlich leicht in genügender 
Menge klar filtrieren. Man prüfe das Filtrat darauf, ob es überhaupt Eiweiß 
gelöst enthält. Bei einem Gehalt von weniger als 1%/,, an Eiweiß ist es 
für die Präzipitinreaktion schon gut brauchbar. Man nehme dann ebenso 
wie oben etwa 0'5cm® des Extraktes und 0'2 cm® des Präzipitins. Ist der 
Extrakt sehr reich an Eiweiß, so tut man gut, ebenso wie oben, die Probe 
mit abfallenden Verdünnungen anzustellen, weil möglicherweise die unver- 
dünnte Lösung soviel Eiweiß enthalten könnte, daß die optimale Reaktion 
schon überschritten ist. Fremdes, mit dem Präzipitin nicht reagierendes 
Eiweiß hemmt selbst im Überschuß die eigentliche Präzipitinreaktion nicht 
oder kaum. 
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Eine Wertmessung des Präzipitinserums ist für physiologische Zwecke 
kaum nötige. Man wird vielmehr im Einzelfalle durch die leicht zu kon- 
struierenden Kontrollversuche zu beweisen haben, daß das Präzipitin in 
der angewandten Dosis das gewünschte Eiweiß in der etwa zu erwarten- 
den Konzentration sicher anzeigt, und daß es mit jeder anderen in Betracht 
kommenden Eiweißart in allen Mengenverhältnissen negativ reagiert. Auch 
kann man, wo es sich um physiologische Zwecke handelt, nicht einen be- 
sonders hohen Titer des Serums zur Grundbedingung machen. Es ist nur 
nötig, dal) unter den gewählten Bedingungen das Serum von Fall zu Fall 
sich als eindeutiges Reagens auf die gewünschte Eiweißart erweist. 


Quantitative Eiweißbestimmungen mit der Präzipitinmethode. 


Eine angenäherte quantitative Bestimmung von Eiweiß mit der Prä- 
zipitinmethode gestaltet sich folgendermaßen. Man habe z. B. die Aufgabe, 
die Menge des Pferdeserums zu bestimmen, welche sich in einem Kaninchen- 
serum befindet, etwa wenn das Serum von einem Kaninchen stammt, 
welchem kurze Zeit vor der Blutentnahme Pferdeserum injiziert worden ist. 

Man füge zu einer Reihe von kleinen Reagenzgläsern, die alle mit 
der gleichen Menge Präzipitin, z. B. 0'2 cm®, beschickt sind, das zu unter- 
suchende Serum in wechselnden Verdünnungen, stets in dem gleichen 
Volumen von z. B. 0°5 em®, also 


1 2 3 4 5 
Ben „N... 02 02 02 02 02 
zu untersuchendes Serum (/,)05 (1/,)05 (/)05 (/)05 (/,)05') usw. 


Man finde etwa, daß Nr. 4 gerade noch eine nach 1 Stunde nach-. 
weisbare Trübung gibt, nicht aber mehr Nr. 5. Dann probiere man auf 
ähnliche Weise eine Verdünnung von reinem Pferdeserum aus, die in der 
Menge von O'5 cm? gerade noch nach einer Stunde eine Trübung mit 
02 Präzipitin gibt. Diese Verdünnung enthält dann annähernd ebensoviel 
Pferdeserum wie die oben ermittelte Menge der zu untersuchenden Flüssig- 
keit. Daraus läßt sich der Gehalt an Pferdeserum leicht berechnen. Die 
Methode reicht für physiologische Zwecke aus. 

(Genauer ist die Methode der Komplementablenkung. 


Il. Die Hämolysine. 


Es sei die Aufgabe gestellt, ein Hämolysin für Hammelblut zu er- 
zeugen. Als Versuchstier wählen wir wieder das Kaninchen. Man stelle sich 
zunächst eine geeignete Aufschwemmung von Blutkörperchen her. Das Blut 
als solches zu injizieren, ist nicht ratsam, weil es Entstehung der Eiweil- 
präzipitine für das mitinjizierte Serum hervorrufen kann und diese unter 
Umständen unerwünscht ist. Man besorgt sich zunächst eine Portion 
frisches Hammelblut. Man umschnürt den Hammel am Halse nicht zu 


t) d.h. von einer Verdünnung im Verhältnis von 1 auf 16 0'5 em®. 
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fest mit einem Gummischlauch, so daß die Vena jugularis deutlich an- 
schwillt. Dann sticht man mit einem Troikart von der angegebenen Form 
(Fig. 548) tangential in die Vena jugularis ein und fängt das Blut in einem 
sterilen, mit Glasperlen beschickten Kolben auf, schüttelt sofort einige 
Minuten, bis die Defibrinierung als beendet gelten kann. Die Blutung steht 
sofort nach Abnahme des Schlauches, schlimmsten Falles nach einiger 
Kompression mit dem Finger. Man kann einem Hammel auf diese Weise 
alle paar Tage 50—150cm®, bei seltenerer Entnahme weit mehr Blut ent- 
nehmen. Auch aus dem Ohr erhält man mittlere Blutmengen. Man schneide 
mit der Schere in den Rand des Ohres ein wenig ein, worauf das Blut 
gewöhnlich bald zu tropfen beginnt. Auch das beim Schlachten der Tiere 
aufgefangene, sofort defibrinierte Blut ist gut brauchbar. 

Das geschlagene Blut wird nun genau abgemessen und mit beliebiger 
(etwa der 10fachen) Menge 0'85°/,iger CINa verdünnt, sofort mit einer 
guten Zentrifuge von 2000—3000 Touren pro Minute zentrifugiert, bis die 
Blutkörperchen ganz zusammengeballt am Boden des Glases liegen, dann 
wird die klare Flüssigkeit mit einer Pipette') mit Gummihütchen immer 
unter Kontrolle des Auges abgehoben, dann frische ClNa-Lösung einge- 
füllt, mit einem Glasstab gut umge- 
rührt, wieder zentrifugiert usw. Ge- 
wöhnlich genügt ein 3maliges Waschen 
für diesen Zweck. Zum Schlusse fülle 
man die Blutkörperchen mit der CINa- 
Lösung auf das 20fache desjenigen 

Fig. 348. Volumens auf, welches das Gesamtblut 

zu Anfang eingenommen hatte. Von 

dieser Aufschwemmung injiziert man in denselben Intervallen, wie bei den 

Präzipitinen beschrieben, 10cm intraperitoneal oder 2cm® in die Ohrvene. 

Über die Zahl der Injektionen gilt dasselbe wie bei den Präzipitinen; meist 

genügen zwei Injektionen zur Erzielung eines kräftigen Hämolysins, über 
die Zeit der Blutentnahme gilt dasselbe wie bei den Präzipitinen. 

Das von dem Kaninchen gewonnene Serum wird zunächst „inaktiviert“, 
indem es 30 Minuten in ein Wasserbad von 55° gebracht wird. Man füllt 
das Serum dazu in Reagenzgläser ab und bringt in jedes Glas nur soviel 
Serum, dal) dieses ganz in das Wasserbad eintaucht. Die Regulation der 
Temperatur kann man für die kurze Zeit ganz gut aus freier Hand vor- 
nehmen, man kann auch an ein kleines Wasserbad einen Quecksilberregulator 
anbringen lassen. Die Inaktivierung in einem Luftbade ist auf jeden Fall 
ein Fehler, weil es unberechenbar lange Zeit dauert, bis die Gläser die 
Temperatur der Luft angenommen haben. 

Ferner muß man sich jetzt Komplement herstellen, und zwar in 
Form von frischem Meersehweinchenserum. Am schnellsten, wenn auch 
vielleicht nicht mit maximaler Ausbeute, geschieht das in folgender Weise: 


') Über eine automatische Serienpipette s. S. 1200, Fußnote. 
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Ein Meerschweinchen wird durch einen langen Schnitt mit dem Rasier- 
ınesser am Halse getötet und das herausspritzende Blut durch einen größeren 
Trichter in ein Zentrifugiergefäß aufgefangen. Nachdem das Blut voll- 
kommen geronnen ist, wird es, wie oben beschrieben, von der Wand des 
Glases abgelöst und stark zentrifugiert. Nach einer Viertelstunde kann 
man das klare Serum mit einer Pipette mit Gummihütchen unter Kontrolle 
des Auges absaugen. Von einem mittleren Meerschweinchen gewinnt man 
etwa 6— 10cm? Serum. 

Der Komplementgehalt des frischen Serums nimmt bei Zimmer- 
temperatur schon in einem Tage stark ab, weniger im gut gekühlten Eis- 
schrank. Verläßlich konstant bleibt der Komplementgehalt für mehrere Tage 
nur beim Einfrieren. 

Zur Prüfung des Hämolysins stelle man sich die oben beschriebene 
5°/,ige Blutkörperchenaufschwemmung her. 


Der Nachweis des Hämolysins. 


Man fülle in gewöhnliche große Reagenzgläser je 1cm® der 5°/,igen 
Blutaufschwemmung und je 1 cm® des zehnfach verdünnten Komplementes, 
ferner je 1 cm verschiedener Verdünnungen des inaktivierten Hämolysins 
(des „Ambozeptor“ oder „Sensibisator“). Als geeignete Verdünnungen nehme 
man z.B. !/,o, Yso, Yıoo» "/s0o0s Yıooo- 1 em? hiervon entspricht also O'1, 
0:03, 0:01, 0'003, 0'001 cm? Serum. 

Nach guter Durchmischung werden die Röhrchen in ein Wasserbad 
oder in den Brutschrank von 37° gebracht, nach zwei Stunden nehme man 
sie heraus und bewahre sie im Eisschrank bis zum nächsten Tag auf. 
In den ersten Röhrchen wird die Hämolyse schon nach einigen Minuten 
bis nach 2 Stunden komplett sein, d. h. die Flüssigkeit ist lackfarben 
ohne jedes Sediment, in den mittleren Röhrchen ist die Flüssigkeit weniger 
gerötet und die Kuppe des Reagenzglases ist am nächsten Tage von 
einem Sediment roter Blutkörperchen bedeckt. In den letzten Röhrchen 
ist die Flüssigkeit farblos und die Blutkörperchen liegen intakt auf dem 
Boden des Glases. Wenn man auf die Beobachtung des Sediments verzichten 
will, kann man das gleiche Resultat sofort nach 2stündigem Aufenthalt im 
Brutschrank bekommen; die undurchsichtige Blutkörperchenaufschwemmung 
wird lackfarben. Unter der einfach löslichen Dosis des Ambozeptors ver- 
steht man diejenige Menge, welche bei dieser Versuchsanordnung gerade 
eben vollkommene Hämolyse hervorruft. Nach obigem Vorversuch mul) sie 
durch eingeschaltete Zwischenglieder näher präzisiert werden. Ein guter 
Ambozeptor kann nicht selten eine lösende Dosis von weit weniger als 
0'001 cm? haben. 

Die hiermit bestimmte lösende Dosis bezieht sich auf die gleichzeitige 
Wirkung von 0'1 cm® Komplement. Im allgemeinen gilt aber die Regel: je 
mehr Komplement, um so kleiner ist die lösende Dosis des Ambozeptors, 
je mehr Ambozeptor, um so kleiner ist die lösende Dosis des Komplementes. 
Es besteht aber keine Proportionalität in dieser Beziehung. 
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Der Nachweis der Hämagglutinine. 


Viele Sera, die hämolytisch wirken, agglutinieren die Blutkörperchen 
gleichzeitig. So entsteht z. B., wenn man einem Kaninchen Mäuseblut injiziert, 
neben dem Hämolysin gleichzeitig ein kräftiges Agglutinin; bei Hammel- 
blut ist von Agglutininwirkung neben dem Hämolysin kaum etwas zu be- 
merken. Ist Komplement zugegen, so tritt, wenn die Hämolyse sehr rasch 
verläuft, die Agglutination nicht in Erscheinung. Bei langsamerem Verlauf 
pflegt die Agglutination der Lösung voraufzugehen. Um die Agglutination 
rein zu studieren, muß man bei Abwesenheit von Komplement arbeiten. 

In der äußeren Erscheinung nicht verschieden von dieser spezifischen 
Agglutination ist die Agglutination durch Riein und verwandte Phytotoxine 
sowie die Agglutination durch Schwermetallsalze oder durch isotonische 
Zuckerlösung. Zum Nachweis der Agglutination verwendet man in der Regel 
dieselbe 5°/,ige Blutkörperchenaufschwemmung wie früher. Während unter ge- 
wöhnlichen Bedingungen die Blutkörperchen sich sehr langsam auf den Boden 
des Glases absetzen, fallen agglutinierte Blutkörperchen rascher, oft in 
wenigen Minuten, zu Boden und bilden verklumpte Haufen, die nach dem 
gewaltsamen Aufschütteln die Neigung haben, wieder zusammenzuflocken. 
Die Agglutination ist vollständig, wenn alle Blutkörperchen verklebt 
sind. Bei Agglutininmengen, die unter der vollständig agglutinieren- 
den Dosis liegen, beteiligen sich nicht alle Blutkörperchen an der Agglu- 
tination, sondern über den agglutinierten, gut sedimentierten Blutkörper- 
chen steht noch eine Schicht von nicht oder schlecht sedimentierten Blut- 
körperchen. 


Il. Die Methode der Komplementablenkung. 


Wenn Präzipitin und Präzipitogen zusammentreffen, so entsteht ein 
Niederschlag. Gleichzeitig tritt eine zweite Reaktion ein: ein etwa in der 
Lösung befindliches Komplement wird in irreversibler Weise gebunden. 
Diese zweite Reaktion, von Bordet und Gengou!) sowie später von 
Moreschi?) gefunden, kann an Stelle der Präzipitinreaktion zum Nachweis 
von Antikörpern benutzt werden. Sie hat den Vorzug, daß sie bei rich- 
tiger Ausführung von einer unerhörten Empfindlichkeit trotz völliger Ein- 
deutigkeit ist und auch da anzuwenden ist, wo eine sichtbare Niederschlags- 
bildung nicht mehr eintritt. 

Hat man die Aufgabe, ein bestimmtes Präzipitogen nachzuweisen, SO 
verfährt man im Prinzip folgendermaßen: 

1. Die auf Präzipitogen zu untersuchende Flüssigkeit wird mit dem 
Präzipitin vermischt; 


1) O0. Gengou, Sur les sensibilatrices des serums actifs contre les substances 
albuminoides. Ann. Pasteur. T. 16 (1902). 

2) ©. Moreschi, Zur Lehre von den Antikomplementen. Berl. Klin. Wochenschr. 
Jg. 1905. S. 118. 
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2. es wird Komplement in Form von frischem Meerschweinchenserum 
zugefügt. Jetzt wird weiter untersucht, ob dieses Komplement unver- 
ändert bleibt oder ob es nach 1 Stunde aus der Lösung verschwunden 
ist. Als Reagens auf das Komplement fügt man deshalb nach 1 Stunde hinzu: 

3. gewaschene Hammelblutkörperchen und gleichzeitig 

4. einen durch Injektion von Hammelblutkörperchen vom Kaninchen 
vorher präparierten, inaktivierten Ambozeptor. 

Wird das Hammelblut jetzt gelöst, so war das Komplement frei, 
d.h. die zu untersuchende Flüssigkeit enthielt das gesuchte Präzipitogen 
nicht. Bleiben die Hammelblutkörperchen ungelöst, so zeigt das an, dab 
die zu untersuchende Flüssigkeit das gesuchte Antigen enthielt. 

Zur Ausführung der Methode bedarf es folgender Flüssigkeiten: Es 
sei z. B. die Aufgabe gestellt, in einer 


Flüssigkeit A Pferdeserumeiweiß nachzuweisen. Dann braucht man dazu 


B ein in der früher beschriebenen Weise hergestelltes Präzipitin für 
Pferdeserum, gewonnen vom Kaninchen; 


C Komplement in Gestalt von ganz frischem Meerschweinchenserum; 


D einen vom Kaninchen gewonnenen, inaktivierten hämolytischen 
Ambozeptor für Hammelblutkörperchen, dessen einfach lösende Dosis in 
der vorher definierten Weise genau bestimmt worden ist; 

E eine 5°/,ige Aufschwemmung von Hammelblutkörperchen. 


Zur Ausführung der Reaktion nimmt man am besten die gewöhn- 
liche große Form der Reagenzgläser. Man setze z. B. folgenden Versuch an: 


Röhrchen 1 Röhrchen 2 Röhrchen 3 Röhrchen 4 
Flüssigkeit A 01 cm? 0:01 em? 0'001 cm3 00001 em? 
Präzipitin B GES 15 Fe a 01 r 
Komplement € 0:05, 005.5 M0BSE 0057, 5 


Man mache sich vorher entsprechende Verdünnungen der einzelnen 
Flüssigkeit mit 0'85°/,iger ClNa-Lösung, so daß jede einzelne der oben an- 
geeebenen Mengen in 1cm® Flüssigkeit enthalten ist. So erreicht man am 
einfachsten, daß das Gesamtvolumen überall gleich ist. Jedes Röhrchen 
enthält somit insgesamt 3 cm® Flüssigkeit. Ist das nicht der Fall, so fülle 
man sie mit 0'85°/,iger ClNa-Lösung auf 3 cm® auf. Diese Mischung wird 
für eine Stunde in den Brutschrank von 37° gesetzt. Alsdann fügt man 
zu jedem einzelnen Röhrchen hinzu: 


D 5°/,ige Hammelblutaufschwemmung 1 cm? 
E Ambozeptorverdünnung . . .. 1 


Die Ambozeptorverdünnung sei so gewählt, daß 1 cm® die durch den 
Vorversuch zu bestimmende, 2—2!/,fache Menge der lösenden Dosis ent- 
hält. Die Titerstellung des Ambozeptors erfolgt wie oben angegeben. 

Nunmehr kommt die Mischung wieder für 2 Stunden in den Brut- 
schrank. 
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Enthielt die Flüssigkeit A Pferdeserumeiweiß, so tritt in den mitt- 
leren Röhrchen keine Hämolyse ein. Ein Überschuß des Präzipitogens 
kann die Reaktion hemmen, daher kann unter Umständen in Röhrchen 1 
die Hämolyse eintreten. Ebenso hat die Reaktion nach unten hin eine 
Grenze, und es könnte unter Umständen auch in Röhrchen 4 Hämolyse ein- 
treten. Jedoch ist die untere Grenze bei einem nicht zu unempfindlichen 
Präzipitin sehr tief, bei weniger als !/,o00000 em® Pferdeserum. Die untere 
srenze ist recht scharf, so daß man darauf ganz gut eine quantitative 
Bestimmung des Präzipitogens gründen kann, welche genauer sein dürfte 
als die direkte Präzipitation. Man prüft einfach, welche Verdünnung der 
zu untersuchenden Flüssigkeit gerade eben keine totale Hemmung der 
Hämolyse bewirkt und vergleicht damit, wieviel reines Pferdeserum den- 
selben Effekt hat. 

Zu jedem Versuch gehören aber unbedingt stets noch folgende, gleich- 
zeitig anzusetzende Kontrollen: 

1. Die negative Kontrolle. Sie enthält statt der Flüssigkeit A 
0:85°/,ige ClNa-Lösung. Hier muß natürlich Hämolyse eintreten, und zwar 
nicht schneller als in !/, Stunde, nicht später als in 1 Stunde. Es wird 
hiermit bewiesen, dab B an sich die Hämolyse nicht hemmt. 

2. Die Prüfung des hämolytischen Systems (Ambozeptor + Kom- 
plement) auf seine Wirksamkeit. Hier wird A und B durch ClNa-Lösung 
ersetzt, sonst alles ebenso behandelt, also auch eine Stunde im Brutschrank 
gelassen, dann D und E zugefügt. Es muß rasch (d. h. in etwa 15 bis 
30 Minuten) Hämolyse erfolgen, da ja die mehrfach lösende Dosis Ambo- 
zeptor zugegen ist. 

Ein gut gelungener Versuch verläuft derart, dal) die Lösung in der 
negativen Kontrolle nicht schneller als in 25 Minuten, nicht langsamer als 
in 40 Minuten erfolgt. Ist das nicht der Fall, so muß man die Menge des 
Ampbozeptors derartig verändern, daß dieser Bedingung genügt wird und 
den Versuch wiederholen. 

Die Methode der Komplementablenkung ist sehr empfindlich und 
dabei durchaus eindeutig. Sie erfordert aber viele Vorbereitungen und eine 
gute Einübung. 

Besonders für quantitative Eiweißbestimmungen!) ist diese Methode 
genauer als die direkte Präzipitation. Man bestimmt zu diesem Zweck die- 
jenige Verdünnung der zu untersuchenden Flüssigkeit, welche gerade noch 
vollkommene Hemmung der Hämolyse erzeugt und vergleicht diese mit 
derjenigen auszuprobierenden Verdünnung der bekannten freien Eiweiß- 
lösung, die denselben Effekt hervorbringt. 


!) U. Friedemann und S. Jaac, Weitere Untersuchungen über den parenteralen 
Eiweißstoffwechsel, Immunität und Überempfindlichkeit. Zeitschr. f. exper. Path. u. Ther. 
Bd. 4. S.18 (1907). 
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IV. Die Wassermannsche Serumreaktion. 


Eine ganz besondere Anwendung hat die Methode der Komplement- 
bindung in der Wassermannschen Reaktion des Blutserums!) gefunden, 
welche bei syphilitischen Erkrankungen beim Menschen auftritt. Diese 
Methode wurde auf Grund einer, wie sich später herausstellte, nicht ganz 
zutreffenden Voraussetzung Wassermanns,, also eigentlich durch einen 
Zufall, gefunden. Die Bedeutung der Reaktion, die zunächst einen rein 
medizinisch-praktischen Zweck hat, dürfte aber in Zukunft auch der Aus- 
gangspunkt für theoretische Erkenntnisse sein. 

Die Idee, von der Wassermann ausging, war folgende: Man konnte 
vermuten, daß, wie etwa beim Typhus abdominalis, während der Erkrankung 
auch bei der Syphilis sich ein Antikörper im Blute bilde, der spezifisch 
gegen die Spirochäten gerichtet sei. Dieser Antikörper konnte entweder 
ein Agglutinin sein oder ein „Ambozeptor“ nach der Ehrlichschen Nomen- 
klatur, d. h. ein Antikörper, der nicht für sich, sondern nur bei Gegen- 
wart von Komplement auf die Spirochäten wirkte. Dabei wurde ganz 
offen gelassen. in welcher Weise diese Wirkung vor sich gehe, und es 
wurde nur versucht zu zeigen, daß beim Zusammenbringen des syphili- 
tischen Blutserums mit Spirochäten ein ferner noch dazu gegebenes 
Komplement gebunden wird. Da nun reine Spirochäten nicht zu erhalten 
sind, so nahm Wassermann einen wässerigen Extrakt aus den Lebern 
von kongenital syphilitischen Föten, deren hoher Spirochätengehalt ja durch 
Levaditis Methode festgestellt war. In der Wahl dieses Objektes liegt der 
glückliche Zufall. Es stellte sich nämlich heraus, daß die Reaktion in dem 
zu erwartenden Sinne eintrat, aber sehr bald erwies sich, daß erstens die 
Reaktion dem Sinne ähnlich, wenn auch schwächer, mit Normallebern er- 
folgte (Marie und Levaditi?), L. Michaelis®), daß es ferner gar nicht 
auf die Spirochäten ankam, sondern dal) nach Porges und Meier #) sowie 
Landsteiner und Poetzl®) die alkoholischen Auszüge solcher Lebern eben- 
sogut wirksam waren, und noch weiter fand sich, daß normale Lebern 
einen im Prinzip ebenso, wenn auch nicht jedesmal so zuverlässig wirk- 
samen Extrakt lieferten. Weiterhin zeigte Landsteiner, daß das Herz 


1) A. Wassermann, A. Neisser und C. Bruck, Eine serodiagnostische Reaktion bei 
Syphilis. Deutsche med. Wochenschr. Jg. 1906. S. 745. Die vollständigste Literaturquelle 
über zahllose Nachuntersuchungen und die zum Teil sehr erhebliche Erweiterung der 
ursprünglichen Angaben und Kenntnisse und die zum anderen Teil nicht immer zweck- 
mäßigen Modifikationen der Methodik finden sich bei ©. Bruck, Die Serodiagnostik der 


Syphilis. Berlin 1909. 
2) Marie und Levaditi, Recherches sur la reaction de W. Ann. Pasteur. T. 21. 


p. 2 (1907). 
3) L. Michaelis, Die Wassermannsche Syphilisreaktion. Berliner klin. Wochenschr, 
Jg. 1907. Nr. 35. 


*) Porges und Meier, Über die Rolle der Lipoide bei der W.’schen Reaktion. 
Berliner klin. Wochenschr. Jg. 1908. S. 731. 

5) Landsteiner, Müller und Poetzl, Zur Frage der Komplementbindungsreaktion 
bei Syphilis. Wiener klin. Wochenschr. Jg. 1907. Nr. 50. 
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von Meerschweinchen, und Michaelis‘), daß das Herz von nicht syphili- 
tischen Menschenleichen einen vorzüglichen Ersatz der syphilitischen Leber 
darstellten. Offenbar ist das Wirksame ein Lipoid, welches sich aber nicht 
in allen Organen findet, selbst wenn sie an sich reichlich Lipoide ent- 
halten. In gewisser Beziehung ist sogar eine Aufschwemmung von Lezithin 
und anderen einfachen Lipoiden als Ersatz zu gebrauchen, jedoch nicht als 
vollwertiger und zuverlässiger Ersatz. Einen besseren Ersatz bieten Kom- 
binationen von Lezithin und Seifen nach H. Sachs und Altmann. 

Das Wesen der Wassermannschen Reaktion ist demnach folgendes: 
In dem Serum von syphilitischen Menschen findet sich ein unbekannter 
Stoff, der mit einem geeigneten Lipoid eine Verbindung eingeht, welche 
ein noch außerdem zugesetztes Komplement in irreversibler Weise bindet. 
Der Nachweis der Bindung bzw. Nichtbindung des Komplements geschieht 
in der Weise, daß man nachträglich zu dem Gemisch Blutkörperchen 
irgend einer Tierart zugibt und außerdem komplementfreien, auf diese 
Blutart wirksamen Ambozeptor, in Form eines Kaninchenserums, welches 
infolge von Vorbehandeln des Kaninchens mit der betreffenden Blut- 
körperchenart einen Ambozeptor enthält. Ist nun das vorher zugegebene 
Komplement gebunden worden, so tritt keine Hämolyse ein, ist es noch 
frei, so lösen sich die Blutkörperchen. Im ersten Fall spricht man von 
einer positiven, im zweiten von einer negativen Luesreaktion. 

Demnach gehören zu einer Reaktion 5 verschiedene Substanzen, 
deren zweckmäßigste Gewinnung nunmehr beschreiben werden soll. 

1. Das Serum des Kranken. Man entnimmt es am zweckmäßigsten 
aus der Vena mediana der Ellenbogenbeuge. Der Oberarm wird wie zum 
Aderlaß} mit einer elastischen Gummibinde oder einfach mit einer Mullbinde 
leicht umschnürt, nach dem sichtbaren Hervortreten der Medianvene und 
Desinfektion der Haut mit einer Kanüle eingestochen und das Blut in 
einem Reagenzglas oder in einem Zentrifugierglas aufgefangen. Die Kanüle 
kann die einer größeren Pravazspritze zugehörige sein, d. h. nicht gar 
zu eng. Man kann das Blut in eine 5 cm3 enthaltende Spritze aspirieren 
oder aber, wenn man eine etwas stärkere Kanüle nimmt, auch von selbst 
abtropfen lassen. Man entnehme etwa 5 cm: Blut. Man lasse es ruhig 
gerinnen, löse das geronnene Blut von der Wand des Reagenzglases ab 
und warte die spontane Absetzung des Serums ab. Man kann das Serum 
auch, wie oben beschrieben, nach dem Gerinnen abzentrifugieren. Das 
abgehobene, vollständig klare, nötigenfalls noch einmal zentrifugierte Serum 
wird dann im Wasserbad in einem Reagenzglas '/, Stunde auf 55° er- 
wärmt und damit inaktiviert. Sollte das Serum gelöstes Hämoglobin ent- 
halten, so stört dieses nicht. Das so gewonnene Serum hält sich auf 
Eis mehrere Tage unverändert, es kann auch zweckmäßig eingefroren 
aufbewahrt werden und hält sich dann noch viel länger. Monate altes 
Serum benutze man jedoch nicht, weil es wahrscheinlich ist, daß der 


!) Berliner med. Gesellschaft, Sitzung vom 11. März 1908. 
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Ausfall der Reaktion durch allzulanges Aufbewahren auch ohne Fäulnis 
beeinflußt wird. 

2. Der Lipoidextrakt. Man wähle zwischen folgenden Extrakten: 

a) Der wässerige Extrakt aus syphilitischen Lebern. Von syphilitischen 
Föten der letzten Schwangerschaftsmonate oder auch reifer, totgeborener 
syphilitischer Kinder wird die Leber herauspräpariert. Allzugroße An- 
sprüche an Frischheit des Materials braucht man nicht zu stellen; ja die 
herauspräparierte Leber ist auch noch am nächsten Tage brauchbar, 
wenn sie kühl aufbewahrt wird. Man zerschneide ein abgewogenes Stück 
der Leber zunächst grob und zerkleinere es unter Zusatz von ganz wenig 
Seesand im Mörser zu einem feinen Brei, fülle diesen Brei in eine Flasche 
und setze das 10fache des Gewichtes des Leberstückes von folgender 
Flüssigkeit hinzu: 0°85°/,ige Cl Na-Lösung 900 em3, 5°/,ige wässerige Phenol- 
lösung 100 cm. Man gebe in die Flasche noch eine Handvoll Glasperlen 
und schüttle das Ganze 8 Stunden im Schüttelapparat. Dann stelle man 
die Flasche in den Eisschrank, lasse sie 2—3 Tage stehen und hebe dann 
die überstehende Flüssiekeit ab. Starkes Zentrifugieren sollte man ver- 
meiden. Am besten läßt man das Sediment sich spontan absetzen und 
nimmt zum Gebrauch Proben der überstehenden Flüssiekeit, die etwas 
opaleszent ist, aber keine gröberen Partikel enthalten darf. Zum Gebrauch 
entnehme man 1 cm? mit der Pipette und verdünne mit 4—5 Teilen 
0:85°/,iger ClNa-Lösung. Dieses ist gewöhnlich das wirksamste Ver- 
dünnungsverhältnis. Die Verdünnung verwerfe man nach 24 Stunden. Die 
Stammlösung hält sich bei gut gelungenen Extrakten oft monatelang ganz 
unverändert. Wovon es abhängt, daß ein solcher Extrakt gut wird, ist nicht 
sicher zu sagen, es ist Glücksache. Die syphilitischen Veränderungen sind es 
jedenfalls nicht, die die Güte bedingen, wenn auch im allgemeinen syphili- 
tische Lebern viel bessere Extrakte geben als normale. Es ist möglich, 
daß) der besondere Mazerationszustand der syphilitischen Leber von Be- 
deutung für das Gelingen ist. 

b) Der alkoholische Leberextrakt. Man verfahre, wie oben, bis 
zur Bereitung des Breies im Mörser. Dann schüttle man, statt mit 
dem obigen UlNa-Phenolgemisch, mit absolutem Alkohol, und zwar mit 
der 5fachen Menge des Lebergewichtes, füge Glasperlen zu, schüttle 
6 Stunden, lasse bis zum nächsten Tage stehen und filtriere bis zur 
völligen Klarheit den alkoholischen Extrakt ab. Dieser ist sehr haltbar 
und bleibt dauernd klar. Für den Versuch entnehme man 1 cm® Extrakt 
und gebe dazu das 5—6fache an 0'85°/,iger ClNa-Lösung, indem man zu 
dem alkoholischen Extrakt die ClNa-Lösung auf einmal plötzlich zufließen 
läßt. Es entsteht eine leicht milchige Flüssigkeit, die man nur für einen 
Tag verwenden darf. 

c) Am meisten möchte ich, entgegen den Bedenken, die von mancher 
Seite geäußert wurden, den alkoholischen Extrakt von normalen 
menschlichen Herzen (auch Tierherzen sind verwendbar, nur muß man 
für jede Tierart das richtige Verdünnungsverhältnis besonders auspro- 

Abderhalden, Handbuch der biochemischen Arbeitsmethoden. III. 76 
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bieren) empfehlen. Menschliche Herzmuskulatur wird mit dem Hackmesser 
zu einem möglichst feinen Brei verarbeitet und mit der 10fachen Gewichts- 
menge absolutem Alkohol unter Zusatz von einigen Glasperlen 6 Stunden 
eeschüttelt. Am nächsten Tage wird abfiltriert. Die kaum gelbliche Flüssig- 
keit ist auch bei Zimmertemperatur fast unbegrenzt haltbar. Zum Ge- 
brauch verdünne man 1 cm? Stammextrakt mit 5—7 Teilen 0'85°/,iger 
CINa-Lösung in derselben Weise, wie es beim Leberextrakt beschrieben ist. 

Der Vorteil der alkoholischen Extrakte ist der, daß die aus ihnen 
bereiteten frischen wässerigen Lipoidemulsionen an sich so gut wie kein 
Komplement binden, während bei Extrakten, die in wässerigen Gemischen 
aufbewahrt werden. die eigene Komplementbindungsfähigkeit oft störend 
ins Gewicht fällt; ferner fällt dieser Extrakt sehr gleichmäßig aus. 

3. Das Komplement. Man bereite es in der oben beschriebenen Weise 
(8.1193) und bewahre es, wenn überhaupt, in 10fach mit 0'85°/,iger ClNa- 
Lösung verdünntem Zustand eingefroren auf. Für 5—6 Tage geht das 
einwandfrei. 

4. Die Blutkörperchen werden, wie oben beschrieben, zu einer 5°/,igen 
Aufschwemmung verarbeitet. Man nehme nur Hammelblutkörperchen und 
lasse sich auf kein anderes Material ein. Da die ganze Reaktion rein em- 
pirisch ist, setze man sich durch Änderung des Materials keinen unüber- 
blickbaren Fehlerquellen aus. 

5. Der hämolytische Ambozeptor wird nach den oben gegebenen Regeln 
gewonnen. Man bestimme die einfach lösende Dosis, d.h. für unseren Fall 
diejenige Menge des inaktivierten Ambozeptors, welche in 1 cm® der Blut- 
körperchenaufschwemmung bei Gegenwart von 01 cm frischem Meer- 
schweinchenserum als Komplement und bei einem Gesamtvolumen der 
Flüssigkeit von 5 cm® nach zweistündigem Aufenthalt im Brutschrank bei 
37° gerade vollständige Hämolyse hervorbringt. Für den eigentlichen Ab- 
ienkungsversuch nehme man nun das 21/,— lache dieser Dosis und man 
verdünne das Ambozeptorserum zweckmäßig derart, daß 1 cm? der Ver- 
dünnung gerade diese Menge enthält. Der eigentliche Versuch wird nun in 
folgender Weise angestellt: 

Man fülle in ein Reagenzglas von gewöhnlicher Größe zunächst, 
02 cm? des zu untersuchenden inaktivierten Menschenserums und dazu, um 
es auf 1 cm: aufzufüllen, 08 cm® einer physiologischen Cl Na-Lösung. Dazu 
gebe man 1 cm3 des nach oben beschriebener Methode verdünnten Lipoid- 
extraktes") und dann 1.cm® des frischen, 10fach verdünnten Meerschweinchen- 


ı) Um das Einfüllen gleicher Flüssigkeitsquanten in eine ganze Reihe von Rea- 
genzgläsern zu erleichtern, was auch sonst bei Untersuchungen von Antikörpern und 
Fermenten vorkommt, habe ich eine automatische Serienpipette anfertigen lassen 
(Vereinigte Fabr. f. Laboratoriumsbedarf). Sie besteht 1. aus einem zylindrischen Vor- 
ratsraum, 2. aus einem mit kalibrierter Delle versehenen Glashahn und 3. dem Abfluß- 
rohr. Durch Drehung des Glashahns erfolgt automatisch abwechselnd die Füllung der 
geaichten Delle aus dem Vorratsraum und ihre Entleerung durch das Abflußrohr. Die 
Genauigkeit der Messung ist für den Zweck durchaus befriedigend. Vorläufig werden 
diese Pipetten für je 1'0 cm® und für je 0'5 cm? angefertigt. 
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serums als Komplement, bei Anwendung der alkoholischen Extrakte ist 
es vorteilhaft, mit 15—20fach verdünntem Meerschweinchenserum zu 
arbeiten. Nun stelle man das Gemisch für eine Stunde in den Brutschrank 
bei 37°. Dann füge man 1cm® der Ambozeptorverdünnung, welche also in 
lcm® 21/, bis höchstens lösende Dosen enthält, hinzu, und schließlich 
1 cm® der Blutkörperchenaufschwemmung. Dann stelle man das ganze wieder 
in den Brutschrank bei 37° und beobachte den Verlauf der Hämolyse. Eine 
negative Reaktion besteht darin, daß innerhalb einer Stunde Hämolyse ein- 
tritt, eine positive darin, daß) weder innerhalb dieser Stunde, noch bei 
weiterem Aufbewahren auf Eis nach 24 Stunden eine komplette Hämolyse 
eintritt. 

Nun mache man es sich zum unverbrüchlichen Prinzip, niemals einen 
einzelnen Versuch anzusetzen, sondern stets eine ganze Reihe. Den ersten 
Versuch setze man derart an, daß man an Stelle des Patientenserums die 
gleiche Menge ClNa-Lösung nimmt. Das ist die „leere Kontrolle“. Hier 
muß natürlich nach 1 Stunde Hämolyse eintreten. Den zweiten Versuch 
setze man gleichzeitig mit dem Serum eines Patienten an, der Syphilis 
hat und nach Maßgabe einer früheren Versuchsreihe eine positive Reaktion 
gegeben hat. Diese Reaktion muß wieder unzweideutig positiv ausfallen. 
Als dritten Versuch nehme man ebenso ein notorisch negativ reagierendes 
Serum. Diese beiden Röhrchen sind die „positive“ und die „negative“ Kon- 
trolle. Nun erst kommen die eigentlich zu untersuchenden Serumproben, 
von denen man beliebig viele gleichzeitig ansetzen kann. 

Man setze diese ganze Reihe derart an, daß man in die Gläser zu- 
erst nacheinander (mit lauter frischen Pipetten!) die einzelnen Sera ein- 
füllt, dann in alle Röhrchen (mit einer und derselben Pipette) den Extrakt, 
dann ebenso das Komplement. Nach einer Stunde Aufenthalt im Brutschrank 
gebe man in alle Röhrchen Ambozeptor und Blutkörperchen. So sind alle 
Röhrchen bis auf wenige Minuten gleichzeitig angesetzt und man kann sie 
gleichzeitig beobachten. 

Man beachte nun folgendes: Am frühesten tritt die Hämolyse in der 
Regel in den negativ reagierenden Seren ein. Meist erst darauf folgt die leere 
Kontrolle. Das kommt daher, daß) das Menschenserum einen natürlichen Ambo- 
zeptor gegen Hammelblutkörperchen enthält, dessen Wirkung sich zu der des 
zugesetzten addiert und die Hämolyse beschleunigt. Diese Beschleunigung 
ist aber ohne erkennbare Ursache bei verschiedenen Seren verschieden, 
manchmal auch gar nicht vorhanden. Man beachte, daß die Hämolyse in 
keinem Röhrchen vor Ablauf von frühestens 10 Minuten beginnt, andern- 
falls war die zugesetzte Ambozeptormenge zu groß. Man beachte, daß nach 
1 Stunde die Hämolyse in der leeren Kontrolle beendet sein muß, andern- 
falls war die zugesetzte Ambozeptormenge zu klein. 

Um sich zu vergewissern, daß die Seren ohne den Lipoidextrakt nicht 
schon komplementablenkend wirken, was manchmal vorkommt, setze man 
ferner die ganze Versuchsreihe noch einmal an, indem man an Stelle 
des Lipoidextraktes CINa-Lösung nimmt. Nur diejenigen Seren sind 

76% 


1202 Leonor Michaelis. 
für die Reaktion zu gebrauchen, welche nicht an sich ohne Lipoid- 
extrakt komplementbindend wirken. Man kann nun verschiedene Grade 
der Reaktion unterscheiden. Am einwandfreiesten wäre es wohl, unter sonst 
gleich gehaltenen Bedingungen diejenige Menge des Menschenserums aus- 
zuprobieren, welche die Reaktion gerade noch deutlich gibt. Man wird so 
Fälle finden, bei denen die Reaktion mit 0'2 cm? gelingt, mit 0'1 em3 nicht 
mehr usw. Diese umständliche Methode kann aber einfacher folgender- 
maßen ausgeführt werden. Man gebe immer die Menge 0'2 cm? zu, unter- 
scheide aber zwischen folgenden Stufen der Reaktion. Negative Reaktion: 
die Hämolyse tritt früher oder gleichzeitig mit der leeren Kontrolle ein. 
Zweifelhafte Reaktion: die Hämolyse tritt merklich später als die leere 
Kontrolle ein. Sichere, schwächere Reaktion: nachdem die leere Kontrolle 
gelöst ist, ist in der zu untersuchenden Probe noch keine merkliche 
Lösung eingetreten, und nach 24stündigem Aufbewahren im Eisschrank 
ist die Hämolyse stärker geworden, aber nicht ganz komplett. Ein Teil der 
Blutkörperchen findet sich als Sediment vor. Starke Reaktion: auch nach 
24stündigem Aufbewahren im Eisschrank ist die Hämolyse ganz ausgeblieben. 

Nach den übereinstimmenden Angaben von Oitron!) und zahlreicheren 
späteren Untersuchern ?) findet sich die Reaktion positiv in 80°/, der Fälle, 
welche überhaupt an Syphilis gelitten haben. Bestehen syphilitische Symptome 
zur Zeit der Untersuchung, so steigt der Prozentsatz auf 90—95°/,, und alte 
Syphilitiker ohne Symptome haben etwa in der Hälfte der Fälle positive Reak- 
tion. Die Fälle von progressiver Paralyse geben nach den übereinstimmenden 
Resultaten aller Beobachter fast 100°/, positive Resultate. In diesen Fällen 
kann man auch die durch Lumbalpunktion entnommene Zerebrospinal- 
flüssigkeit statt des Blutserums verwenden. Man behandle sie ganz genau 
wie Blutserum. Die Frage, ob nicht gelegentlich bei anderen Erkrankungen 
eine positive Reaktion vorkommt, soll hier nicht entschieden werden. Auf 
jeden Fall ist es eine sehr große Seltenheit. 

Man kann die Reaktion nicht in dem Sinne als spezifisch betrachten, 
wie etwa eine Präzipitinreaktion oder die Agelutinationsreaktion auf Bazillen 
beim Typhus, weil an der Reaktion die spezifischen Erreger der Syphilis 
in erkennbarer Weise nicht beteiligt sind. Trotzdem ist, rein empirisch 
betrachtet, die Reaktion ein beinahe konstantes, oft das einzige Symptom 
bei Syphilis. 

Zum Schluß sei noch darauf hingewiesen, daß die Wassermannsche 
Reaktion die höchsten Ansprüche an Erfahrung und Übung von seiten des 
Untersuchers verlangt und daß anfängliche Mißerfolge nicht abschrecken 
sollen. Das Instandhalten der vielen, teilweise mit der Zeit veränderlichen 
Versuchsflüssigkeiten erfordert fast eine ganze Arbeitskraft für sich. 

Von denjenigen Modifikationen der Reaktion, welche entweder 
den künstlichen Ambozeptor durch den eigenen natürlichen Ambozeptor 


') J. Citron, Serodiagnose der Syphilis. Berliner klin. Wochenschr. Jg. 1907. Nr. 43. 
°) Literatur siehe bei Bruck, ]. ce. 
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des Patientenserums ersetzen wollen, oder welche das künstlich zugesetzte 
Komplement durch das natürliche Komplement des — in diesem Falle 
unerhitzt angewandten — Patientenserums ersetzen wollen, möchte ich 
dringend abraten, wenn sie auch gelegentlich eine scheinbare Vereinfachung 
darstellen. Die verschiedene „Empfindlichkeit“ der einzelnen Modifika- 
tionen beruht nur darauf, daß die in etwas 'stereotyper Weise gehand- 
habte Dosierung des Komplements und Ambozeptors nicht unter allen Be- 
dingungen die günstigste ist. Ganz besonders beruht die verschiedene 
„Empfindlichkeit verschiedener Antigenextrakte“, d. h. ihre Fähigkeit, auch 
schwach reagierende Seren als sicher positiv reagierend zu erkennen, im 
wesentlichen darauf, daß man sich oft nicht die Mühe genommen hat, für 
jede Abart des Antigenextraktes die günstigste Komplementmenge aus- 
zuprobieren. 


ANHANG. 
Antikörper, welche als Fermente wirken. 


Wie Adderhalden und seine Mitarbeiter (Pinkussohn, Weichardt, 
Brahm u. a.!) neuerdings gefunden haben, entstehen durch Injektion von 
allen möglichen Eiweißkörpern und ihren Spaltungsprodukten Antikörper, 
welche ihrem Wesen nach nichts anderes sind als peptolytische Fermente. 
Sie haben nicht die Spezifizität der übrigen Antikörper. Ihr Nachweis 
geschieht daher in derselben Weise, wie überhaupt peptolytische Fermente 
nachgewiesen werden (siehe das Kapitel „Fermente“). Als besonders geeignet 
wird von Abderhalden die optische Methode empfohlen. Das Serum des 
Meerschweinchens enthält schon im natürlichen Zustande diese Fermente. 


!) Vgl. Emil Abderhalden, Die Anwendung der „optischen Methode“ auf dem 
Gebiete der Immunitätsforschung. Medizin. Klinik. Nr. 41. 1909. 


Die wichtigsten Methoden beim Arbeiten mit 
Pilzen und Bakterien. 


Von Franz Fuhrmann. 


Einleitung. 


Die vorliegende Bearbeitung der biochemischen Methoden beim 
Arbeiten mit Pilzen und Bakterien bietet keineswegs eine umfassende 
Darstellung aller Arbeitsmethoden, deren sich der Mykologe bedient hat 
und noch bedient. Es ist nur eine kleine Auswahl erprobter Arbeitsrezepte 
gegeben, die vor allem ein sicher einwandfreies Arbeitsmaterial zu 
gewinnen ermöglichen. Deshalb ist das Hauptgewicht auf eine eingehende 
Darstellung der Sterilisations- und Reinzuchtmethoden gelegt worden. Die 
wenigen mikrochemischen Reaktionen auf Inhaltsstoffe von Pilzen und 
Bakterien sollen nur die Möglichkeit einer Orientierung über die Chemie 
derselben bieten und dementsprechend nur zu Vorversuchen für die mikro- 
chemischen Operationen dienen, die an anderen Stellen dieses Handbuches 
ausführlich behandelt sind. 

Nochmals sei betont, daß der Zweck der vorliegenden Bearbeitung 
darin liegt, den auf mykologischen Gebieten weniger eingearbeiteten Forscher 
in die wichtigsten der wichtigen Methoden für die Gewinnung und Unter- 
suchung der pflanzlichen Mikroorganismen einzuführen und mit denselben 
vertraut zu machen. 


l. Sterilisationsverfahren. 


Zur Sterilisation verwendet man entweder chemische oder physi- 
kalische Eingriffe, welche alle lebenden Pilze oder Bakterien bzw. 
deren Dauerformen sicher vernichten, wobei immer darauf Bedacht zu 
nehmen ist, daß durch sie weder eine chemische Veränderung der be- 
treffenden Substrate herbeigeführt wird, noch Stoffe hineingelangen, die 
ein späteres Wachstum von Bakterien oder Pilzen verhindern. 

Für die Herstellung der Nährsubstrate kommen demnach nur die 
physikalischen Sterilisationsmethoden in Frage und von diesen vor- 
nehmlich die Sterilisation durch trockene Wärme, die Sterilisation 
durch feuchte Wärme und die Sterilisation durch Filtration. 
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a) Sterilisation durch trockene Wärme. 


Diese wird in eigens dazu gebauten, doppelwandigen Schränken aus 
Kupferblech (.„Heißluftsterilisatoren“) vorgenommen und dort angewendet, wo 
es sich um die Sterilisierung von Gegenständen handelt, die eine trockene 
Erhitzung über 100° ohne Schaden aushalten. Fig. 349 zeigt uns einen 
derartigen Blechkasten, der außen mit Asbest bekleidet ist und im Innen- 
raum mehrere Etagen zur Aufnahme besitzt. Sämtliche Gegenstände sind 
in trockenem Zustande hineinzubringen. Man wird alle in der Mykologie 
mit Kulturen in Berührung kommenden Glas- und Metallgegenstände dieser 
Sterilisierung unterwerfen. 
Die zur Aufnahme von Nähr- 
substanzen bestimmten Probe- 
röhrchen und Kolben werden 
nach tadelloser mechanisch- 
chemischer Reinigung mit 
einem Wattebausch von ent- 
fetteter oder nicht entfetteter 
Baumwolle!) verschlossen und 
in diesem Zustande durch 
2 Stunden einer Erhitzung 
von 155—160° 0 ausgesetzt. 
Dann läßt man sie langsam 
bei verschlossenem Kasten 
auskühlen, worauf sie ge- 
brauchsfertig sind. Auch alle 
nicht mit Weichlot gelöteten 
Utensilien werden dieser Steri- 
lisierung unterworfen. Die 
Kulturschalen sind ebenso 
zu behandeln, nur ist. es sehr 
zweckmäßig, dieselben vor 
dem Sterilisieren in Papier 
einzeln zu verpacken und sie Fig. 349. 
erst unmittelbar vor dem Ge- 
brauche auszuwickeln, da sonst bei großen Temperaturschwankungen mit der 
einströmenden Luft Pilzsporen und Bakterien eingesaugt werden können, 
was zu störenden Verunreinigungen führt. 

Für die Sterilisation von Blutserum und überhaupt von Substanzen, 
die bei höheren Temperaturen koagulieren, benutzt man Temperaturen 
von 50—65°C, die man entweder mehrere Tage einwirken läßt oder aber 


‘) Nur bei besonders subtilen chemischen Untersuchungen verdient der Watte- 
verschluß mit gereinigter Baumwolle den Vorzug. Für die gewöhnlichen Kulturen ist 
dagegen die nicht entfettete Watte als Verschlußmaterial vorzuziehen, da sie nicht 
Feuchtigkeit anzieht und somit vor der Durchwachsung mit Schimmelpilzen geschützt ist. 
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in bestimmten Zeitinterwallen zu wiederholten Malen. Auch hier dienen 
dazu doppelwandige Schränke, welche aber eine Wasserfüllung enthalten 
und bei denen der Innenraum durch die gleichmäßig erwärmte Wasser- 
schicht auf dieser Temperatur dauernd erhalten wird. 

Impfnadeln, Federzangen, überhaupt nicht weich gelötete 
Metallgegenstände sterilisiert man unmittelbar vor dem Gebrauch in 
der offenen Flamme. Desgleichen ist es sehr empfehlenswert, vor dem 
Eröffnen einer Reinkultur den Wattebausch abzuflammen, um sicher jede 
Verunreinigung hintanzuhalten. Auch muß der Rand der Eprouvetten oder 
Kolben vor dem Ausgießen von sterilen Flüssigkeiten abgeglüht werden. 
Das Auskühlen hat dann in schiefer Lage zu geschehen, damit aus der Luft 
keine Sporen oder Verunreinigungen in das Innere hineinfallen können. 


b) Sterilisation durch feuchte Wärme. 


Diese Art von Sterilisierung wird entweder mit strömendem 
Wasserdampf von der Temperatur des siedenden Wassers oder mit 
erhitztem Wasserdampf ausgeführt. 


Fig. 350. Fig. 351. 


Die Sterilisation im strömenden Wasserdampf wird in besonderen 
Apparaten ausgeführt, von denen der Kochsche Dampftopf wohl der 
verbreiteste ist. Viel angenehmer im Gebrauch ist folgender Dampfsterili- 
sator.!) Dieser besteht aus einem Kupferkasten, dessen Außenwände mit 
Filz bekleidet sind. Die vordere Wand ist abnehmbar, durch Asbestmasse 


!) Der Apparat ist von Gustav Eger in Graz, Zingendorfgasse, nach Angabe des 
Verfassers und Prof. Reinitzers angefertigt und ständig erhältlich. 
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aufgedichtet und durch Schieber angepreßt. Das Dach des Apparates ist 
steil und enthält eine Öffnung zur Aufnahme des Thermometers. Der 
untere Teil des Kastens ist rinnenförmig und dient zur Aufnahme des 
Wassers für die Dampfentwicklung. Der Innenraum (Fig. 350) enthält zwei 
herausnehmbare durchlochte Kupferbleche, auf die die Gegenstände gestellt 
werden. Die Heizrinne besitzt einen konstanten Wasserzulauf, der von 
der Wasserleitung gespeist wird. Die Rückwand ist oben gegen das Dach 
zu in eine nach außen geschlossene Rinne erweitert, die mit dem Kühl- 
raum eines an der Rückseite angebrachten Ziebigschen Kühlers in Ver- 
bindung steht (Fig. 551). Unter der Heizrinne befindet sich eine Heiz- 
schlange. Das von der Wasserleitung kommende Wasser durchströmt 
zuerst den Mantel des Kühlers, gelangt von dort in den Kühlraum und 
dann in die Heizrinne des Sterilisators. Der gebildete Dampf durchströmt 
zuerst den Kasten mit den Gegenständen, kommt dann in die genannte 
Dampfrinne und von dort in den Kühler, wo er kondensiert wird. Das 
Kondenswasser strömt wieder mit dem Kühlwasser in den Heizraum des 
Apparates. Dadurch ist erreicht, daß einerseits kein Dampf ins Labora- 
torium kommt und andrerseits der Apparat vorgewärmtes Wasser empfängt, 
somit sehr rasch nach dem Eröffnen wieder maximal erhitzt ist. 

Die Sterilisation wird am besten diskontinuierlich in der Weise 
ausgeführt, daß die Nährsubstanzen ete. dreimal hintereinander durch je 
15 Minuten dem strömenden Dampf mit einem Intervall von je 24 Stunden 
ausgesetzt werden. Während der zwischen liegenden Zeit hält man dieselben 
am besten bei 18—24°C im Dunkeln. Bei allen mit Erde gemischten 
Nährsubstraten versagt diese Methode oder ist zumindest sehr unsicher, 
weshalb an ihre Stelle zu treten hat die 


Sterilisation im erhitzten Wasserdampf. 


Dazu verwendet man die sogenannten „Autoklaven“, welche ge- 
statten, durch eine beliebige Zeit eine bestimmte Dampfwärme anzuwenden. 
Der Autoklav besteht aus einem kupfernen Kessel, dessen Deckel mit einem 
Bügel niedergeschraubt wird. Der Deckel trägt eine Hahngarnitur mit 
Sicherheitsventil und ein Manometer (siehe Fig. 352). Sehr zu empfehlen 
ist der von Lautenschläger in Berlin zuerst angefertigte Manometer- 
regulator, dessen roter Zeiger zuerst auf den gewünschten Druck bzw. 
auf die diesem entsprechende Temperatur eingestellt wird. Der Apparat 
wird folgendermaßen in Gang gesetzt. Bei abgenommenem Deckel füllt 
man die für jeden Apparat angebene Menge Wasser ein, setzt dann 
den Ständer für die zu sterilisierenden Gegenstände ein, gibt letztere 
hinein und schließt den Deckel durch gutes Verschrauben. Dann verbindet 
man das beigegebene Rohr mit dem Dampfauslaßstück und läßt es in einen 
Topf Wasser ungefähr 5 cm unter dem Niveau münden. Hierauf verbindet 
man den Manometerregulator mit der Gasleitung und dem Brenner und 
stellt den roten Zeiger auf die gewünschte Temperatur ein. Jetzt ent- 


1208 Franz Fuhrmann. 


zündet man die Brennerflamme und läßt solange den Dampfabsperrhahn 
offen, bis keine Luft mehr aus dem Autoklaven entweicht. Dies erkennt 
man an dem knatternden Geräusch, das luftfreier Dampf beim Entweichen 
unter Wasser erzeugt. Jetzt verschließt man den: Dampfhahn. Sobald sich 
die beiden Manometerzeiger decken, notiert man die Zeit und rechnet von 
diesem Moment an die Steri- 
lisierungsdauer. 
T Die Sterilisierungs- 
rs dauer und Temperatur 
\\r richtet sich nach dem vorlie- 
genden Material. Für alle 
Zwecke reicht man mit einer 
Temperatur von 120°, ent- 
sprechend einem Überdruck 
von 1 Atmosphäre, aus, wenn 
man durch 25 Minuten diese 
Temperatur einwirken läßt. 
Verwendet man einen gerin- 
geren Überdruck, z. B. 0°5 At- 
mosphären entsprechend un- 
gefähr 112° C, so steigert 
; sich die Einwirkungsdauer auf 
ca. 35 Minuten. Bezüglich 
einiger Nährböden sei be- 
merkt, daß ein größerer Über- 
druck sehr tiefgreifende Ver- 
änderungen in der Zusammen- 
setzung herbeiführen kann, 
besonders wenn die Reaktion 
nicht neutral ist. Auf diesen 
Umstand ist bei der Verwen- 
dung des erhitzten Wasser- 
dampfes besonders zu achten. 
Gelatinenährböden sollen über- 
haupt nicht im Autoklaven 
keimfrei gemacht werden, da 
dadurch der Erstarrungspunkt 
derselben sehr bedeutend 
herabgedrückt wird, ja die Erstarrungsfähigkeit überhaupt vernichtet 
werden kann. 
Bezüglich eines Apparates, welcher für strömenden Dampf sowohl 
als auch für erhitzten Dampf verwendet werden kann, verweise ich auf Abba. ') 


Inn 


1 


!) Fr. Abba, Über einen Autoklavenofen für bakteriologische Laboratorien. Zentral- 
blatt f. Bakt. 1. Abt. Bd. 23. S.462 (1898). 
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c) Sterilisation durch Filtration. 


Diese findet überall dort Anwendung, wo eine möglichste Schonung 
des Nährstoffes am Platze ist oder derselbe ohne wesentliche Veränderung 
eine Erwärmung überhaupt nicht zuläßt. Auch hier muß überlegt werden, 
ob nicht etwa in dem Substrate Stoffe vorliegen, die von Bedeutung sind, 
aber vom Filter zurückgehalten werden, wie bestimmte Anteile von Blut- 
serum, dann gewisse Enzyme usw. 

Für die Filtration von Flüssigkeiten eignen sich besonders 
Schichten von mineralischen porösen Substanzen, wie gebranntem Ton, 
Asbest und Kieselgur. Besonders empfehlenswert sind die in verschiedenen 
Größen erhältlichen Chamberlandkerzen aus gebrannter Porzellanerde, 
wie sie die Berliner Porzellanmanufaktur in den Handel bringt. Auch die 
von Berkefeld ausgeführten Filter aus gepreßter Infusorienerde sind brauch- 


an! 


l 


Fig. 353. 


bar. Für kleinere Filtratmengen bedient man sich am zweckmäßigsten der 
verschiedenen Filterkerzen, für größere Mengen der Filterballons, wie bei- 
spielsweise des Pukallschen Filters. Alle genannten Filter müssen vor dem 
Gebrauch einer genauen Revision unterzogen werden, da sie sehr oft 
kleinste Sprünge und Undichtigkeiten besitzen, die ein keimfreies Filtrieren 
ausschließen. Die Prüfung auf Dichtigkeit geschieht in der Weise, daß das 
Filter mit einer Druckluftpumpe in Verbindung gebracht und unter Wasser 
getaucht wird. Der kleinste Riß läßt sich sofort dadurch erkennen, daß 
beim Anblasen an der betreffenden Stelle Luftblasen austreten. Solche schad- 
hafte Filter sind für die Zwecke des keimfreien Filtrierens vollständig un- 
tauglich. 

Von verschiedenen Seiten werden die erdenklichsten Filterzusammen- 
stellungen ersonnen, die neben ihren Lichtseiten auch Schattenseiten be- 
sitzen. Eine sehr einfache, für die meisten Zwecke der Nährbodenfiltration 
ausreichende Zusammenstellung gibt das Schema der Fig. 353 wieder. Man 
verbindet durch einen Kautschukstopfen das Porzellanfilter F' luftdicht mit 
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der Röhre R, die durch einen zweiten Kautschukstopfen an den stark- 
wandigen Saugkolben K angeschlossen ist. Nun reinigt man das Filter 
durch längeres Durchsaugen von Brunnenwasser, dann destilliertem Wasser 
und trocknet es hierauf nach Abnahme vom Stopfen bei 100° im Trocken- 
kasten. Zweckmäßig ist es, sämtliche Filter auszuprobieren und die brauch- 
baren zu reinigen und in weißes Papier staubsicher eingemacht vorrätig 
zu halten. Vor dem Filtrieren der Nährflüssigkeiten etc. verbindet man das 
Filter mit dem Druckkolben X in der eben angegebenen Weise und diesen 
mit dem Wattefilter W durch einen Druckschlauch. Das Wattefilter besteht 
aus einer starkwandigen Glasröhre von 10—12 cm Länge und 2 cm innerer 
Lichte. Sie wird mit reiner entfetteter Watte gefüllt und beiderseits mit 
einfach gebohrten Kautschukstopfen’ verschlossen, durch die zwei Glasröhren 
hindurchgehen. Filter, Druckkolben und Wattefilter werden nun eine Stunde 
hindurch im strömenden Dampf sterilisiert. Nach dem Erkalten wird der 
zweite Druckkolben K, 
miteinem Druckschlauch 
an das Wattefilter W 
und an eine Saugpumpe 
5 angeschlossen. Jetzt ist 
das Filter gebrauchs- 
fertig. Die zu filtrierende 
Nährflüssigkeit kommt 
in den Zylinder @ und 
wird nach Passieren des 
Filters im Kolben X auf- 
gesammelt. Wenn ein 
Porzellanfilter ohne gla- 
sierten Halsteil verwen- 
det wird, ist letzterer 
nach dem Sterilisieren 
mit geschmolzenem Paraffin zu bestreichen. Werden sehr trübe Flüssig- 
keiten filtriert, ist durch einen steifen Borstenpinsel von Zeit zu Zeit die 
Filteroberfläche abzuscheuern. 

Sobald die Filtration beendet ist, entfernt man den Zylinder @, saugt 
noch etwas Luft hindurch und stellt dann die Saugpumpe ab. Hierauf nimmt 
man eine im Heißluftsterilisator keimfrei gemachte, mit einem Wattebausch 
verschlossene, kurze Eprouvette, die den gleichen inneren Durchmesser wie 
der Filterhals besitzt, entfernt den Wattebausch und flammt den Rand des 
Proberöhrchens in der Bunsenflamme ab. Dann läßt man das Proberöhrchen 
mit der Öffnung nach unten gewendet auskühlen, entfernt nun rasch das 
Filter und setzt an dessen Stelle die Eprouvette, wie es im Schema der 
Fig. 354 wiedergegeben ist. 

Hier sehen wir die keimfrei filtrierte Flüssigkeit im Kolben, der 
noch das Wattefilter trägt, um eine Infektion zu vermeiden. An Stelle des 
Filters befindet sich das kurze Proberöhrchen E, das den Inhalt ebenfalls 


Fig. 354. 
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vor einer Infektion von dieser Seite schützt. Ein derartig gewonnenes und 
aufbewahrtes Substrat hält sich unbegrenzt keimfrei. Will man daraus 
Flüssigkeit entnehmen, so setzt man an das Wattefilter ein Doppelgebläse 
aus Kautschuk unter Zwischenschaltung eines Quetschhahnes. Über dem 
Kautschukstopfen S bringt man eine Pappscheibe P, die im Zentrum eine 
dem Rohrdurchmesser entsprechende Bohrung und einen radiären Schlitz 
besitzt, um sie leicht aufstecken zu können. Die Pappscheibe wird mit 
70°/,igem Alkohol unmittelbar vor dem Abzapfen von Flüssigkeiten getränkt. 
Man stellt sich nun die zu füllenden, selbstverständlich vorher im Heib- 
luftschrank sterilisierten und mit einem Wattebausch verschlossenen Gefäße 
zurecht, setzt das Kautschukgebläse bei geschlossenem Quetschhahn unter 
Druck und entfernt die Eprouvette X. Man hat jetzt nur die zu füllenden 
Gefäße knapp unter das Rohr zu halten und den Quetsch- 
hahn vor dem Wattefilter zu öffnen, um die Flüssigkeit 
in gewünschter Menge austreten zu lassen. 

Handelt es sich um das Abfüllen genau bestimmter 
Volumina, so verwendet man an Stelle des Kolbens X einen 
Meßzylinder, der einen doppelt durchbohrten Stopfen trägt. 

Die Sterilisation von Gasen wird am zweck- 
mäßigsten durch Wattefilter vorgenommen. Ein solches 
Filter ist schon bei der Zusammenstellung des Porzellan- 
filters auf Seite 1210 beschrieben. Wegen der verwendeten 
Kautschukstopfen müssen derartige Filter immer im strö- 
menden Dampf vor dem Gebrauch sterilisiert werden. 
Um Luft- oder Gasfilter dauernd keimfrei vorrätig zu 
Y 


Fig. 355. Fig. 356. 


haben, empfiehlt sich die Herstellung von hartgelöteten Metallbüchsen mit 
Metallrohransätzen, die mit entfetteter Watte oder Asbestfasern ge- 
füllt sind. Fig. 355 zeigt uns im Querschnitt eine für Filterzwecke sehr 
geeignete Metallröhre. Die weitere, mit Watte gefüllte Röhre hat einen 
hart angelöteten Rohransatz R. Das offene breite Ende besitzt entweder 
einen aufsteckbaren Rohransatz R‘ oder eine durchlöcherte Verschluß- 
kapsel V. Um den fixen Rohransatz R steril zu erhalten und später steril 
anschließen zu können, versieht man ihn mit einer Schutzkappe aus Glas, 
die durch die Wattebeilage W abgedichtet ist. Vor dem Sterilisieren im 
Heißluftschrank durch 2 Stunden bei 155° werden diese Filter ohne die 
aufsteckbaren Rohransätze K und V in Papier eingewickelt und erst unmittel- 
bar vor dem Gebrauch wieder herausgenommen. 
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Unter Benutzung der bekannten Allihnschen Röhren für die Zucker- 
bestimmung kann man sehr brauchbare Gasfilter herstellen, wie eines in 
Fig. 356 im Schnitt abgebildet ist. In das Rohr aus Hartglas kommt ein 
Platinsieb P und auf dieses in dichter Lage ca. 5em hoch Asbest oder 
Watte. Der konische Rohransatz wird wie oben angegeben mit einer keim- 
sicheren Schutzkappe versehen. Gerade dieses Filter bewährt sich bei sehr 
raschem Gebrauch deshalb ausgezeichnet, weil es, mit einer Asbestfüllung 
versehen, innerhalb weniger Minuten durch unmittelbares Glühen sterilisiert 
werden kann. In diesem Falle glüht man den mit dem Asbest gefüllten Teil 
und den Rohransatz aus und gibt das Filter ohne eine besondere kleine 
Schutzkappe noch sehr heiß in eine weite Eprouvette, wie sie in der Fig. 356 
durch die gestrichelte Linie angedeutet ist. Auch hier ist es sehr zu empfehlen, 
vor dem Einschieben den oberen Rohrteil mit einem Wattekranz (K) zu 
umgeben und so die etwa durch die Saugwirkung beim Abkühlen hinein- 
gerissenen Mikroorganismen abzufangen. 

Die Abtötung von Pilzen und Bakterien durch chemische Einflüsse 
findet bei der Reinigung der bereits mit Mikroorganismen infizierten Ge- 
räte und Behälter eine vielfache Anwendung. Besonders wertvoll sind die 
starken Säuren und Alkalien, die samt und sonders eine große Des- 
infektionskraft besitzen. Weiters sind von besonderem Wert einige orga- 
nische Desinfektionsmittel, wie Lysol, Formaldehyd und 75°/,iger 
Alkohol. Sämtliche mit Bakterien oder Pilzen verunreinigten Glasgeräte, 
die nicht sofort im strömenden Dampf sterilisiert werden, sind in eine 
30/,ıge Lysollösung oder in Formaldehyd 1:500 (2:5 cm® Formol auf 
500 cm3 Wasser) einzulegen. Wenn sie später gereinigt werden, ist be- 
sonders darauf zu achten, dal) keine Spur des Desinfektionsmittels zurück- 
bleibt. Dies gilt in erster Linie für die Gläser, Kolben und Proberöhrchen, 
die später mit Nährsubstraten gefüllt werden. 60—75°/,iger Äthylalkohol ist 
ebenfalls ein vorzügliches Desinfektionsmittel und bietet den Vorteil, daß 
er rasch und spurlos verdunstet. Deshalb gebraucht man ihn besonders zur 
Sterilisierung von hohlgeschliffenen Objektträgern und feuchten Kammern, 
die zur mikroskopischen Reinzucht Verwendung finden. Es gibt noch 
eine ungeheure Menge von Desinfektionsmitteln, die aber vor den genannten 
keine wesentlichen Vorzüge besitzen. 


ll. Nährsubstrate. 
a) Feste Nährsubstrate variabler Zusammensetzung.') 


Als feste Nährsubstrate dienen vor allem die Kartoffel, die 
Mohrrübe, die Zuckerrübe, die mehligen Knollen von Helianthus 
tuberosus L. (Topinambur), Kohlrabi und Selerie. Die Reserve- 
stoffbehälter der Pflanzen zeigen in den verschiedenen Jahreszeiten und 
unter verschiedenen Wachstumsbedingungen erhebliche Schwankungen ihrer 


!) A. Mayer, Praktikum der botanischen Bakterienkunde. Fischer, Jena 1903. S. 29. 
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chemischen Zusammensetzung, die übrigens sehr komplizierter Natur ist. 
Aus diesen Gründen ändern die Pilze und Bakterien ihr Wachstum auf 
ihnen sehr beträchtlich. Die genannten Körper werden meistens zu 
Scheiben oder Zylindern verarbeitet, die dann in Glasdosen oder 
Eprouvetten gebracht und darin sterilisiert werden. Die Reaktion der 
genannten Nährsubstrate ist durchwegs sauer. Wünscht man eine 
neutrale Reaktion, so reibt man ihre Oberfläche mit kohlensaurem 
Kalk vor dem Sterilisieren ein. 

Für die Zucht von Bakterien wird am meisten verwendet die 
Kartoffel Man sucht sich tadellose Exemplare aus, die nun unter der 
Wasserleitung mit Seife und Bürste aufs sorgfältigste von den erdigen 
Bestandteilen gereinigt werden. Hierauf schält man sie dick. Nun 
schneidet man ca. 5mm dicke Scheiben und sticht diese mit einer 
Stanze oder einem Korkbohrer von ca. 25—30 mm Weite aus. Diese 
runden Scheiben kommen dann in sterilisierte Glasdosen und werden in 
drei aufeinanderfolgenden Tagen durch je 25 Minuten im strömenden 
Dampf erhitzt. Hierauf bringt man sie auf 24 Stunden in den Brut- 
schrank mit 37° C und sieht nach dieser Zeit nach, ob sich etwa Bak- 
terienkolonien entwickelt haben. Infizierte Scheiben werden weggegeben. 
Die keimfreien Kartoffeln können nun durch längere Zeit hindurch auf- 
gehoben werden, wenn man die Dosen mit Heftpflasterstreifen luftdicht 
verklebt, um das Austrocknen hintanzuhalten. Die zweite, für viele 
Zwecke wegen der leichteren unverunreinigten Übertragung der Pilze und 
Bakterien bessere Art der Kartoffelnährbodenbereitung besteht darin, 
das Kartoffelfleisch in Form von schräg zerschnittenen Zylindern in 
Eprouvetten zu sterilisieren. Fig. 357 zeigt uns ein derartiges, mit 
einem Stück Kartoffel beschicktes Proberöhrchen. 

Die Kartoffel wird, wie oben angegeben, behandelt, dann geschält 
und aus ihr mit einem Korkbohrer Zylinder von ca. 1cm Durchmesser 
und 3 cm Höhe ausgestochen. Diese Kartoffelzylinder werden nun oben 
und unten platt abgeschnitten und durch einen schrägen Schnitt in zwei 
symmetrische Teile zerlegt. Jeder Teil kommt mit der schrägen Fläche 
nach oben sehend in vorher sterilisierte Proberöhrchen, die einen Watte- 
verschluß tragen. Auch hier wird durch 3 Tage je 25 Minuten im 
Dampftopf sterilisiert, dann in den Brutschrank gegeben und endlich die 
keimfrei gebliebenen Kartoffelzylinder weiter zur Zucht verwendet. Um 
bei längerer Aufbewahrung ein Austrocknen zu vermeiden, überzieht man 
den Watteverschluß mit einer dicht schließenden Kautschukkappe. Dies 
darf aber erst nach vollständigem Trocknen des Wattebausches ge- 
schehen, da sonst die etwa auf die Watte gefallenen Pilzsporen aus- 
keimen, dieselbe durchwachsen und schließlich den Nährboden infizieren 
und unbrauchbar machen. 

Für die Anlegung größerer Versuchsreihen durch längere Zeit hin- 
durch ist es notwendig, wenigstens einen einigermaßen einheitlichen Nähr- 
boden zu besitzen. Dies erreicht man dadurch, daß man auf einmal eine 
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größere Anzahl von Eprouvetten mit Stücken gleich großer Kartoffeln 
von ein und derselben Sorte beschickt und dann vor dem Sterilisieren 
Gummikappen!), die einen Schlitz besitzen, über die Wattebausche zieht, 
wie sie in Fig. 358 abgebildet sind, und seinerzeit von Stutzer für die 
Aufbewahrung sterilisierter Milch angegeben wurden. Um einen vollständig 
dichten Verschluß zu erhalten, schiebt man den Wattebausch vollständig 
in das Röhrchen hinein. Die rechte Abbildung der Fig. 358 zeigt uns die 
eben aufgesetzte Verschlußkappe. Durch den bei a angebrachten Schlitz 
kann die Luft beim Sterilisieren im Dampftopf entweichen. Sobald die 
Erwärmung nachläßt und der entstandene Wasserdampf kondensiert ist, 
wird durch den Luftdruck der Schlitz vollständig zusammengepreßt und 
die obere vorspringende Kautschukplatte fest angedrückt. Es kann 
fernerhin kein Wasserdampf austreten, wodurch jede 
Austrocknung vermieden ist. Da auch keine Luft 
einzudringen vermag, ist jede Infektionsmöglichkeit 
ausgeschlossen. Auf diese Weise gelingt es, wenigstens 
einigermaßen einheitliche 
Nährsubstrate für eine grö- 
ßere Versuchsreihe in Vorrat 
zu haben. 

Bei der Herstellung von 
Nährböden aus den übrigen 
genannten Reservestoffbehäl- 
tern von Pflanzen verfährt 
man in gleicher Weise. 

Für die Zucht von 
höheren Pilzen wird von 
Brefeld?2) Brot empfohlen, 
das aus Roggen- und Weizen- 
mehl hergestellt wurde. Das 
gut ausgebackene, nicht ge- 
säuerte Brot wird von der 
Rinde befreit und in Schei- 
ben zerschnitten einer diskontinuierlichen Sterilisation bei einer Tem- 
peratur von 56—60° C unterworfen. Es genügt eine 3—5malige Er- 
wärmung in Zeitintervallen von 2—3 Tagen. Um Austrocknung zu ver- 
meiden, befeuchtet man die Brotschnitten. mit Leitungswasser. Brot kann 
auch als Vehikel für die später zu beschreibenden Nährflüssigkeiten ver- 
wendet werden, indem man dasselbe mit diesen vor dem Sterilisieren 
durchtränkt. 


Fig. 358. 


1) R. Burri, Zentralbl. für Bakt. 2. Abt. Bd. 1. S. 627 (189). 


?) 0. Brefeld, Untersuchungen aus dem Gesamtgebiete der Mykologie. Bd. 14. 
Die Kultur der Pilze. S. 57. Schöningh, Münster 1908. 
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b) Flüssige Nährsubstrate schwankender Zusammensetzung. 


1. Blutserum. 


Für die Zucht einer Reihe von menschen- und tierpathogenen Bak- 
terienarten verwendetman steriles Blutserum verschiedener Tierspezies und 
des Menschen. Für den gewöhnlichen Laboratoriumsgebrauch hält man 
keimfreies Rinderblutserum auf Lager. Im Schlachthause gelingt die 
unmittelbare keimfreie Gewinnung aus der Ader gewöhnlich nicht. Man fängt 
das ausfließende Blut in hohen, schmalen Standzylindern auf, bringt es sofort 
an einen kühlen Ort und läßt es gerinnen. Erst nach erfolgter, voll- 
ständiger Erstarrung darf man es vom Schlachthaus ins Laboratorium 
übertragen. Dann löst man den ganzen Blutkuchen mit einem Glasstab 
von der Glaswand ab und läßt 
weiter in der Kälte stehen. Sobald 
sich das Serum abgeschieden 
und als klare Flüssigkeit über 
dem Kuchen angesammelt hat, 
hebert man es in sterile Probe- 
röhrchen. Man unterwirft es 
nun einer diskontinuierlichen 
Sterilisation bei 58°C, indem 
man es durch 6 Tage hindurch 
täglich eine Stunde dieser Tem- 
peratur aussetzt. Für diese 
Sterilisation eignen sich vorzüg- 
lich Thermostaten, wie sie Heim!) 
in seinem Lehrbuche angibt. 
Fig. 359 zeigt uns diesen 
Wärmkasten. Er besteht aus 
einem mit Asbest bekleideten Blechtopf von 28 cm Durchmesser und 
30 cm Höhe, der zur Hälfte mit Wasser gefüllt wird. In den Topf 
kommt das „zylinderhutförmige“ Einsatzgefäß, dessen umgebogener Rand 
zwei Hülsen für ein Thermometer und einen Thermoregulator trägt. 
Das letztere Gefäß ist 21cm hoch und 20cm breit und besitzt einen 
mit Bajonettverschluß festgehaltenen Deckel. In das zweite Gefäß wird 
ein ebenfalls an der Wand durchlochter Einsatz eingestellt, der durch 
sich kreuzende Querwände in vier Abteilungen zerlegt ist, in die die zu 
sterilisierenden Proberöhrchen kommen. Passende, auf die Watteverschlüsse 
der Eprouvetten unmittelbar aufgelegte Bleiplatten halten sie in ihrer 
Lage fest. 

Die in der oben angegebenen Weise sterilisierten Blutserumproben 
kommen nach der letzten Sterilisation auf 24 Stunden in den Thermo- 


Fig. 359. 


!) L. Heim, Lehrbuch der Bakteriologie. S. 70. Enke, Stuttgart 1906. 
Abderhalden, Handbuch der biochemischen Arbeitsmethoden. IIT. 7 
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staten mit 28°C und ebensolange in den mit 37°C. Nur diejenigen 
töhrehen werden weiter zu Versuchen verwendet, deren Inhalt trotz der 
Bebrütung keimfrei blieb. 

Die Sterilisation durch Filtration empfiehlt sich aus dem Grunde 
nicht, weil die dafür nötigen mineralischen Filter verschiedene Eiweib- 
substanzen ebenfalls zurückhalten. 


2. Mileh. 


Milch wird sehr häufig als bakteriologischer Nährboden verwendet. 
Die frische Milch wird durch Zentrifugieren entrahmt oder von Haus aus 
als Magermilch von Molkereien bezogen. Dann füllt man sterile Probe- 
röhrehen oder Kölbehen und sterilisiert sie je 20 Minuten an 5 auf- 
einanderfolgenden Tagen im Dampfschranke. Hierauf kommen die Proben 
auf wenigstens 72 Stunden in den Thermostaten mit 32°C. Die auch 
nach dieser Zeit steril gebliebenen Milchnährböden werden zu den Ver- 
suchen verwendet, Beim Sterilisieren erleidet die Milch ziemlich eingreifende 
Veränderungen, auf die bei der Beurteilung der Züchtungsergebnisse Rück- 
sicht zu nehmen ist. 

Für viele bakteriologische Versuche gebraucht man das Milchserum 
allein als „Molkennährboden“. Die Molke wird folgendermaßen her- 
gestellt: Man erwärmt Magermilch auf 40°C und setzt vorsichtige 1°/sige 
Salzsäure zu, bis kein Niederschlag mehr entsteht. Hierauf filtriert man 
und neutralisiert das Filtrat mit sehr verdünnter Natronlauge (Indikator 
Lackmus). Dann kocht man im Dampftopf durch ®/, Stunden und filtriert 
vom etwa entstandenen Niederschlag ab. Die fertige Molke muß in dünner 
Schicht vollständig klar erscheinen. In dicker Schicht zeigt sie eine leicht 
grünliche Opaleszenz. Sie wird entweder unmittelbar nach der üblichen 
Sterilisation als Nährboden verwendet oder mit anderen Stoffen, wie 
Gelatine, Agar etc. kombiniert zur Anwendung gebracht. 


3. Fleischbrühe. 


Zur Darstellung der Fleischbrühe verwendet man Fleisch von ver- 
schiedenen Tieren. Wegen der Billigkeit empfiehlt sich für den gewöhn- 
lichen Laboratoriumsgebrauch die Verwendung von Pferdefleisch. Vom 
Fett möglichst befreites Pferdefleisch wird fein zerhackt, mit der doppelten 
Menge Brunnenwasser angerührt und dann durch eine Stunde auf offenem 
Feuer unter öfterem Umrühren gekocht. Dann stellt man die Brühe auf 
Eis oder in die Kälte. Nach dem vollständigen Erkalten schöpft man die 
Fettschicht ab und seiht die Suppe durch ein Seihtuch. Das Fleisch selbst 
preßt man noch mit einer Presse aus. Für diese Zwecke eignen sich sehr 
gut die kleinen Spindelpressen, wie eine in der Fig. 360 abgebildet ist. 
Nun läßt man die Fleischbrühe durch 24 Stunden in der Kälte absitzen 
und hebert den fast klaren Anteil mit einem Winkelheber ab, dessen in 
die Flüssigkeit ragender Rohrteil in eine feine Spitze ausgezogen ist. Um 
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eine möglichst gute Ausbeute und klare Flüssigkeit zu erhalten, spannt 
man den Heber in ein Stativ und senkt ihn sehr vorsichtig. in die Flüssig- 
keit ein. Die so erhaltene konzentrierte Fleischbrühe verdünnt man auf 
das Volumen der ursprünglich zugesetzten Wassermenge mit destilliertem 
Wasser. Für gewöhnlich wird diese, je nach der verwendeten Fleischsorte 
verschieden sauer reagierende Fleischsuppe nicht ohne besondere Zusätze 
verwendet. Vielmehr verarbeitet man dieselbe zur sogenannten Nähr- 
gelatine, dem Nähragar und der Nährbouillon. 

Eine für die gewöhnlichen Züchtungszwecke von Mikroorganismen 
vollkommen ausreichende Nährbouillon erhält man durch Beigabe von 
Chlornatrium, Traubenzucker und 
Pepton in folgendem Verhältnis: 


Fleischhrühe . . . . . 100 cm? 
Pepton. siec. Witte . . . IE, 
Dranbenzuckerr. -. . . . RR, 
een, 2. 0. 02 1.002808), 
Nach dem Auflösen dieser Zusätze IIHINKE SHE > | 


in der Wärme neutralisiert man die 
Mischung durch Zusatz einer 1°/,igen Na- 
tronlauge unter Verwendung von Azo- 
lithminlösung als Indikator. Wird die 
Flüssigkeit alkalisch, so ist entweder sehr 
verdünnte Phosphorsäure oder Salz- 
säure vorsichtig bis zur neutralen Re- 
aktion zuzusetzen. Nach dem Neutralisieren 
wird die Bouillon mit Eieralbumin ge- 
klärt. Man stellt sich eine ca. 5°/,ige 
Auflösung von trockenem Eieralbumin Fig. 360. 

im Leitungswasser her und fügt auf das 

obige Quantum 5 cm® hinzu. Hierauf wird im Dampftopf durch eine halbe 
Stunde erhitzt und nachher heiß durch ein Faltenfilter in einen sterilen 
Kolben filtriert. 

Für die Herstellung von Nährbouillon kann auch eine Auflösung 
von Fleischextrakt und Pepton verwendet werden. In diesem Falle ersetzt 
man die Fleischbrühe durch eine 1°/,ige Auflösung von Liebigschem Fleisch- 
extrakt in Wasser und läßt den besonderen Zusatz von Chlornatrium weg. 


4. Mistdekokt. 


Für die Gewinnung und Weiterzüchtung einer großen Anzahl ver- 
schiedener Pilze ist eine Pferdemistabkochung sehr zweckmäßig. Nach 
Brefeld‘) verwendet man die Fäzes von Pferden, die vornehmlich mit 


') 0. Brefeld, Untersuchungen aus dem Gesamtgebiet der Mykologie. Bd. 14. 
S. 32. Schöningh, Münster (1908). 
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Hafer gefüttert werden. Diese Fäkalien werden möglichst frisch mit Wasser 
zu einem Brei angerührt, gekocht und klar abfiltriert. Das in Erlenmeyer- 
sche Kölbehen verteilte Filtrat wird noch einer diskontinuierlichen Sterilisation 
bei 60° C in der für Brot angegebenen Weise (S. 1214) unterworfen. Für 
den fortwährenden Gebrauch empfiehlt sich die Herstellung eines hoch- 
konzentrierten Dekoktes, indem man das Filtrat auf !/,, des Volumens 
einengt und im vorher sterilisierten Kölbehen mit Watte- und Kautschuk- 
kappenverschluß aufbewahrt (vgl. S. 1214). Vor dem Gebrauche wird mit 
der entsprechenden Menge destillierten Wassers verdünnt, neuerlich sterili- 
siert und dann zur Kultur verwendet. 


5. Würze. 


Sowohl gehopfte als auch ungehopfte Bierwürze wird bei Saccharo- 
mycetenuntersuchungen als Nährsubstrat benutzt. Es empfiehlt sich, 
die Bierwürze fertig aus der Brauerei zu beziehen. Sie wird in großen 
Kolben unter Luftzutritt mit einem Wattebausch verschlossen aufbewahrt. 
Die kleinen, in Proberöhrchen abgezogenen Portionen werden im strömenden 
Dampf durch ®/, Stunden sterilisiert und dann gelüftet. Letzteres erreicht 
man in einigen Tagen, wenn man die Röhrchen oftmals im Tage um- 
schüttelt, ohne natürlich den Watteverschluß zu benetzen. Läßt man die 
Proben einfach stehen, so dauert es mindestens 8 Tage, bis eine hin- 
reichende Sauerstoffaufnahme erfolgt ist. 

Eine sehr brauchbare Würze („Malzwürze“) stellt man sich selbst 
nach A. Meyer!) folgendermaßen her: „250 g Darrmalz werden geschrotet 
oder zerstoßen und mit 1 2 Wasser 1 Stunde bei 60—65° GC gehalten. 
Hierauf koliert man und kocht dann bis zum Ausfällen der Eiweißstoffe 
gelinde Man füllt auf 1 7 auf, filtriert und sterilisiert 20 Minuten im 
Autoklaven oder an drei aufeinanderfolgenden Tagen je 20 Minuten im 
Dampftopfe.“ Dieser Nährboden kann ohne besondere Durchlüftung sofort 
zu Zuchtzwecken verwendet werden. 


6. Hefewasser. 


Das Hefewasser, welches zur Züchtung von Gärungsorganismen sehr 
häufige Verwendung findet, wird in folgender Weise hergestellt?): !/, kg 
Preßhefe wird mit 2 / destilliertem Wasser !/, Stunde entweder auf offenem 
Feuer oder im Dampftopf gekocht. Dabei sind große Kolben. oder Gefäße 
zu verwenden, da der Absud sehr stark schäumt. Noch heiß, filtriert man 
durch ein Faltenfilter und kocht abermals eine !/, Stunde auf offenem 
Feuer. Hierauf sterilisiert man das Filtrat °/, Stunden im strömenden 
Dampf. Diese konzentrierte Vorratslösung wird vor dem Gebrauche mit 
dem eleichen Volumen destillierten Wassers verdünnt, in Kölbehen oder 


!) A. Meyer, Praktikum der botanischen Bakterienkunde. 8. 25. Jena 1903. 
?®) A. Klöcker, Die Gärungsorganismen. S. 65. Waag, Stuttgart 1900. 
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Proberöhrchen abgezogen und nach einer in drei aufeinander folgenden 
Tagen je 20 Minuten dauernden Sterilisation im strömenden Dampf zur 
Zucht verwendet. 


7. Abkochungen von Früchten. 


Für verschiedene Pilz- und Bakterienzüchtungsversuche werden Ab- 
kochungen der verschiedensten Früchte verwendet. Am häufigsten gebraucht 
werden solche von Rosinen, Pflaumen und Getreide. Man stellt sie 
her, indem man die betreffenden Früchte mit der fünf- bis zehnfachen 
Gewichtsmenge Leitungswasser durch 1 Stunde im strömenden Dampf aus- 
kocht und nachher filtriert. Die Sterilisation richtet sich nach der ver- 
wendeten Frucht. Auf Bäumen und höheren Sträuchern wachsende Früchte 
haben an ihrer Oberfläche nur wenig widerstandsfähige Sporen von Pilzen, 
weshalb man in diesem Falle meistens mit einer einmaligen einstündigen 
Sterilisation im strömenden Dampf eine volle Keimtötung erreicht. Viel 
widerstandsfähigere Sporen von Erdbakterien sitzen den Getreidekörnern 
an, so dal) man sterile Getreideabkochungen nur nach mehrmaligem Sterili- 
sieren im strömenden Dampf erhält. In diesen Fällen ist die Verwendung 
des Autoklaven am Platze. 


8. Heuinfus. 


Dieses wird nach Arthur Meyer!) folgendermaßen hergestellt: „100 « 
gutes trockenes Wiesenheu werden mit 5 2 Wasser übergossen, einige 
Stunden stehen gelassen, 10—15 Minuten gekocht, abfiltriert, mit Soda 
genau neutralisiert (Lackmuspapier),. Nach dem Neutralisieren wird das 
Infusum in dem mit Watte geschlossenen sterilen Kolben 30 Minuten im 
Dampftopfe stehen gelassen. Nach 2 Tagen filtriert man, füllt in 200 cem>- 
Kolben um und sterilisiert im Autoklaven 30 Minuten oder in drei hinter- 
einander folgenden Tagen je 20 Minuten im Dampftopfe.“ Auch von 
anderen Pflanzen oder Pflanzenteilen wird auf die gleiche Weise das ent- 
sprechende Infus hergestellt. 


c) Flüssige Nährsubstrate von konstanter chemischer Zusammen- 
setzung. 


So wertvoll die oben genannten flüssigen Nährsubstrate für die 
Gewinnung und Weiterzüchtung von Mikroorganismen im Laboratorium 
sind, so haftet ihnen doch der Mangel der Konstanz ihrer chemischen 
Zusammensetzung an. Für die Erkennung der feineren Lebensvorgänge 
und für die exakte Wiederbestimmung von neu eingefangenen Mikro- 
organismen sind sie daher minderwertig. Seit man die Grundbedingungen 
für den Lebensunterhalt der Bakterien- und Pilzflora näher zu untersuchen 
unternahm und dabei auf immer einfachere Zusammensetzungen der un- 


1) A. Meyer, Praktikum der botanischen Bakterienkunde. S. 26. Jena 1903. 
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bedingt notwendigen Nahrungsbestandteile stieß, ist man bestrebt, Nähr- 
substrate von möglichst einfacher Form und Zusammensetzung für die 
einzelnen Mikroorganismenarten ausfindig zu machen. Im folgenden sind 
einige Grundtypen von solchen Nährlösungen kontrollierbarer und jederzeit 
konstanter Zusammensetzung aufgeführt, die natürlich einen ungeheuren 
Spielraum für Substitutionsversuche durch andere Körper offen lassen und 
zu solchen Versuchen geradezu herausfordern. 

Für die Herstellung der verschiedensten Nährlösungen dieser Gruppe 
von Nährsubstraten verwenden wir folgende Stammlösungen, die wir in 
mit Kalilauge und konzentrierter Salzsäure gut gereinigten und nach dem 
Spülen mit destilliertem Wasser mit hochschmelzendem Paraffin aus- 
gegossenen Gläsern aus Jenaer Normalglas aufbewahren. Bekanntlich lösen 
sich die verschiedenen Glassorten in verschiedener Menge im Wasser auf. 
Wenn aueh die Menge gelöster Glasbestandteile im allgemeinen klein ist, 
so können dadurch bei Züchtungsversuchen doch wesentliche Fehler bedingt 
sein, da beispielsweise Bakterien in bezug auf die Nahrungsmenge äußerst 
anspruchslos sind. Für die Lösungen zu den gewöhnlichen Laboratoriums- 
versuchen verwenden wir destilliertes Wasser, das natürlich auch nicht 
besonders rein und auch durch organische Substanzen verunreinigt ist. 
Handelt es sich aber um äußerst subtile biologisch-chemische Versuche, 
dann muß zur Lösung der absolut reinen Chemikalien ein für diesen 
Zweck besonders sorgfältig gewonnenes destilliertes Wasser benutzt werden. 
O. Richter‘) stellt sich für solche Zwecke sein destilliertes Wasser auf 
folgende Weise her: Destilliert wird aus einem Jenaer Kolben durch einen 
Platinkühler in ein Kölbehen aus Jenaer Glas, das mit Paraffin Merck von 78° 
Schmelzpunkt ausgekleidet worden war. Aufbewahrt wurde das so gewonnene 
Destillat ebenfalls in einem mit Paraffin ausgekleideten 2 /-Erlenmeyer- 
kolben, der mit einem Bausch feinster und reinster Watte verschlossen 
ist. Dazu ist noch zu bemerken, daß selbst so gewonnenes Wasser nur 
sehr kurze Zeit völlig einwandfrei bleibt, wenn nicht besondere Vorkehrungen 
bei der Aufbewahrung getroffen werden. Im Arbeitsraum eines Laboratoriums 
nimmt es sofort aus der Luft Verunreinigungen auf. 


Stammlösung I: 10°/,ige Lösung von KH, PO, 
ee n Cal, 


3; INA ize e „ MgS0, +7 H,0 
# IV: 10 1ege 4 % INA Cl 
2) Ver oIee 2 NEE, 


Aus diesen Stammlösungen wird die sogenannte mineralische 
Nährlösung (M-Nährlösung A. Meyers!) hergestellt durch Zusammen- 
schütten von: 


!) Oskar Richter, Zur Physiologie der Diatomeen. Sitzungsber. d. kais. Akad. Wien. 
Math.-naturw. Kl. Bd. 115. S. 27. Abt. 1 (1906). 
') Artur Meyer, Praktikum der botanischen Bakterienkunde, S. 25. Jena 1903. 
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10 cm® I + 10cm® 11 + 30 em III + 10 cem® IV + 1cm® V + 939 cm® H,O, 
was im Liter entspricht einem Gehalt von: 
19KH,PO, O1g CaCl, 039 MgSO, +7H,0, 0'1g NaCl, 0'019 Fe, C],. 

Von dieser M-Nährlösung ausgehend, werden durch Zusatz von be- 
stimmten Kohlenstoff- und Stickstoffquellen die verschiedenen Nährsubstrate 
hergestellt, die dann vor dem Gebrauch einer sehr vorsichtigen Sterilisation 
unterworfen werden, entsprechend der leichteren oder schwereren Ver- 
änderlichkeit der zugesetzten C- und N-Quellen. 

Als Stickstoffquellen finden vorwiegend Verwendung Harnstoff, 
Leucin, Amidobernsteinsäureamid (Asparagin), Acetamid, Methyl- 
amin und eine Reihe von verschiedenen Ammonsalzen und salpeter- 
sauren Salzen. Man fügt sie in einer Menge von 0'1—1°/, zur obgenannten 
mineralischen Nährlösung. 

Als Kohlenstoffquellen dienen die verschiedensten Zuckerarten, 
mehrwertige Alkohole, Äthylalkohol, organische Säuren ete. außer 
den Kohlenstoff enthaltenden, bereits genannten Stickstoffquellen. Die 
dargereichte Menge wird mit 0°5—3°/, bemessen. Von Monosac- 
chariden finden vornehmlich Verwendung Dextrose, Galaktose, von 
Polysacchariden, Saccharose, Maltose, Milchzucker, von mehr- 
wertigen Alkoholen, Glyzerin, Mannit, Dulzit, von organischen 
Säuren hauptsächlich Zitronsäure, Weinsäure, Äthylidenmilchsäure, 
OÖxybernsteinsäure, wobei aber gleich bemerkt sei, daß die obenstehende 
Zusammenstellung durchaus keinen Anspruch auf Vollständigkeit macht. 

Mit der mineralischen Nährlösung werden sehr oft als kombinierte 
Kohlen-Stickstoffquellen Peptone und Albumosen dargereicht, wodurch 
natürlich wieder Komponenten eingeführt werden, die eine nicht genau 
kontrollierbare und mehr oder minder unbestimmte chemische Zusammen- 
setzung aufweisen. 


d) Gallertige Nährsubstrate. 
1. Nährgelatine. 


Man nimmt 1000 cm? der auf S. 1216 beschriebenen Fleisch- 
brühe, fügt hinzu 109 Pepton sice. Witte, 59 Natriumchlorid, 10y 
Traubenzucker und 1009 feinste, sogenannte weiße Gelatine 
und erwärmt im Dampftopf bis zur vollständigen Lösung der Gelatine. 
Man mache es sich überhaupt zur Regel, Gelatinenährböden nur so lange 
zu erhitzen, als es unumgänglich notwendig ist, da die Gelatine sehr leicht 
an Erstarrungsvermögen einbüßt oder dasselbe vollständig verliert. Nunmehr 
versetzt man mit einer 1°/,igen NaOH-Lösung sehr vorsichtig die Nähr- 
gelatine bis zur leicht alkalischen Reaktion. Empfindliches Lackmuspapier 
muß eben leicht blau werden. Zweckmäßiger ist es, kleine Proben mit 
Azolithminlösung zu versetzen und so die Reaktion fortlaufend zu prüfen. 
Nun erhitzt man durch 20 Minuten im strömenden Dampf und prüft 
neuerlich die Reaktion. Wurde sie sauer, wird wieder mit Natronlauge 
bis zur eben alkalischen Reaktion versetzt. Hierauf kühlt man bis auf 
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50°C ab und klärt mit Eieralbumin. Entweder fügt man das Weiße eines 
Hühnereies hinzu oder 20 cm® einer dicken Auflösung von trockenem Eier- 
albumin in Leitungswasser. Hierauf erhitzt man wieder durch 45 Minuten 
im Dampftopf und filtriert in der Wärme durch ein angefeuchtetes Falten- 
filter. Bei der Verwendung des eingangs beschriebenen Dampftopfes 
stellt man den beschickten Trichter samt dem Kolben während des Filtrierens 
in den geheizten, aber geöffneten Dampfschrank. Die vollständig klare 
Nährgelatine wird nun entweder sofort in Proberöhrchen abgezogen, die 
man ca.5cm hoch füllt oder in kleinere sterile Kölbehen abgefüllt, die über 
dem Watteverschluß noch die auf S. 1214 beschriebene Kautschukkappe 
bekommen. Hierauf sterilisiert man an drei hintereinander folgenden 
Tagen im Dampftopfe je 20 Minuten. In der Zwischenzeit hält man den 
Nährboden bei Zimmertemperatur. Die in Eprouvetten ausgefüllten Gelatine- 
portionen läßt man entweder in den senkrecht aufgestellten Röhrchen 
erstarren oder aber in schräger Stellung, entsprechend der Verwendung 
zu Stichkulturen bzw. Plattenkulturen oder Strichkulturen. 

An >telle der Fleischbrühe kann zur Herstellung der Nährgelatine 
auch Fleischextrakt verwendet werden. In diesem Falle nimmt man 
auf 1000 cm3 Nährsubstrat 109g Fleischextrakt und kann den Kochsalz- 
zusatz streichen. 

Für besondere Zwecke kann Gelatine in Verbindung mit den früher 
angegebenen Abkochungen ebenfalls zu sehr brauchbaren Nährsubstraten 
gallertiger Natur verarbeitet werden, sofern diese Dekokte keine zu stark 
saure oder alkalische Reaktion aufweisen, da besonders in letzterem Falle 
das Erstarrungsvermögen der Gelatine rasch sinkt oder vollends verloren 
geht. Daher ist eine Titration derselben sehr zu empfehlen. Eine Alkales- 
zenz von ca. 6°/, Normalalkali ist für eine 10°/,ige Gelatinelösung wohl 
die oberste Grenze. 


2. Nähragar. 


Der aus verschiedenen Florideen der Gattung Gelidium, Gracil- 
laria etc. hergestellte Agar-Agar wird am besten nicht unmittelbar zur 
Herstellung des Nähragars verwendet, sondern vorher einem Fäulnisprozeß 
unterworfen, wie schon Beijerinck richtig angibt. Die fadenförmige oder 
zylindrische Droge wird im sehr kleine Stückchen mit einer Schere 
zerschnitten, in einem größeren Filtrierstutzen in Portionen von 15g mit. 
Leitungswasser übergossen und durch 8 Tage bei Zimmertemperatur stehen 
gelassen. Bei der nun einsetzenden Fäulnis wird der größte Teil der 
stickstoffhaltigen Verbindungen zersetzt und beim späteren Auswaschen in 
fließendem Leitungswasser entfernt. Dabei gehen auch alle Verunreinigungen 
und löslichen Bestandteile heraus. Das Waschen wird mindestens durch 
8 Tage fortgesetzt und kann beliebig länger dauern. Verfasser läßt ständig 
einige ausgefaulte Portionen in einem Sieb unter der Wasserleitung stehen. 

Eine solche gut gewässerte Menge (15 g ursprüngliches Trocken- 
gewicht) wird nun durch Abtropfen und leichtes Abpressen in einem Tuche 
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vom überschüssigen Wasser befreit, in einem Topf mit 800 em® Fleisch- 
brühe übergossen und im Dampftopf bis zur kompletten Lösung erhitzt. 
Während dieser Zeit löst man 109g Pepton, 5 Natriumchlorid, 109 
Traubenzucker in 100 em® Fleischbrühe und fügt noch 10 .cm® Glyzerin 
hinzu. Nach dem Auflösen des Agars fügt man die letztgenannte Portion 
hinzu und prüft nunmehr die Reaktion mit Lackmuspapier oder Azolithmin- 
lösung. Man setzt solange 1°/,ige NaOH-Lösung zu, bis eine geringe, aber 
deutliche Bläuung des Indikators auftritt. Jetzt erhitzt man nochmals 
durch !/, Stunde, prüft abermals die Reaktion und korrigiert sie eventuell 
durch weiteren vorsichtigen Zusatz von Natronlauge. Nunmehr kühlt man 
den Agar auf 60° ab, setzt das Weile eines Hühnereies oder 20 em? 
einer dicken Albuminlösung zu und erhitzt durch 1 Stunde im Dampftopf. 
Hierauf wird im Dampftopf durch ein vorgewärmtes, mit Wasser benetztes 
Faltenfilter filtriert. Agarnährböden gehen viel schwieriger durchs Filter 
als Gelatine. Es empfiehlt sich deshalb, den Nährboden zum Filtrieren 
auf eine größere Anzahl kleiner 
Filter zu bringen. Die weitere Be- 
handlung deckt sich mit der für 
Nährgelatine beschriebenen. 

Zur Herstellung von sauren 
Nährsubstraten eignet sich Agar 
ganz und gar nicht, da schon durch 
sehr geringe Mengen von freier 
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tigt wird. 

Zu den gallertigen Nährsub- 
straten gehört auch das schief er- 
starrte Blutserum. Zur Herstel- 
lung dieses Nährsubstrates wird Fig. 361. 
das auf S. 1215 beschriebene sterile 
Blutserum verwendet. Die Röhrchen mit dem flüssigen sterilen Blutserum 
kommen in schräger Stellung in einen Heizschrank, dessen Tempe- 
ratur konstant auf 69°C stehen bleibt und verbleiben darin in dieser 
Lage bis zum völligen Erstarren des Inhaltes. Um Austrocknung zu 
vermeiden, überdeckt man die Wattebäusche noch mit Kautschuk- 
kappen. Sehr zweckmäßig erweisen sich dafür die eigens hierzu Konstruierten 
„Apparate zum Erstarren von Blutserum“, wie einen Fig. 361 zeigt. 
Durch Verstellung der vorderen Füße des Schrankes kann eine beliebige 
Neigung der Röhrchen herbeigeführt werden. 


e) Nährsubstrate für die Gewinnung und Zucht bestimmter 
Mikroorganismen. 


Entsprechend den Erfahrungen über die Lebensweise von Pilzen und 
Bakterien in natürlichen Lebensbedingungen sucht man bei der künstlichen 
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Zucht derselben ihnen dadurch möglichst nahe zu kommen, daß man ähnliche 
Verhältnisse schafft, wie sie natürlich herrschen. Dies kann selbstredend nur 
bis zu einem gewissen Grade geschehen, da die Bakterien einmal nur in 
den seltensten Fällen natürlich in Reinkulturen vorkommen, anderseits eine 
Reihe der verschiedensten Nebenumstände herrschen, die entweder über- 
haupt noch nicht gewürdigt sind oder aber nicht nachgeahmt werden 
können. Trotzdem gelingt es, durch Einhaltung besonderer Vorsichts- 
maßregeln und Darreichung geeigneter Nährstoffkombinationen den natür- 
lichen Verhältnissen nahe zu kommen und so bestimmte Bakterienarten 
und Pilzarten in reicherer Ausbeute zu gewinnen. Wohl die meisten der- 
artigen Versuche betreffen die pathogenen Bakterien, für deren Zucht 
und Gewinnung die Methoden im VIII. Abschnitt aufgeführt sind. Es 
würde zu weit führen, die vielen Methoden zur Züchtung bestimmter 
Mikroorganismen aufzuzählen, die im Laufe der Zeit auftauchten und bald 
wieder verschwanden. Immerhin sollen einige davon Erwähnung finden, 
die sich wenigstens einigermaßen als brauchbar erwiesen. 

Bei den für die Gewinnung und Weiterzüchtung der im 
Kreislauf des Stickstoffes in der Natur eine Rolle spielenden Mikro- 
organismen sind für einige Arten derselben besondere Nährsubstrate un- 
bedingt nötig, die im folgenden kurz beschrieben werden sollen. 

Nährlösung für stickstoffbindende Bakterienarten (Clostridium Pasto- 
rianum) nach Winogradsky'!) 

K,HPO, 019, MgSO, + 7H,0 005g, NaCl, FeSO, und MnS0O, in 
geringeren Quantitäten (0'001—0'002 9), etwas gepulvertes CaUO,, Dex- 
trose 2—4g, destilliertes Wasser 100 cm3. 

Nach Beijerinck2) für Azotobacter chroococcum: Agar (2%, in 
destilliertem Wasser) mit einem Gehalt von 2°/, Mannit und 0'02%/, K;HPO,. 

Nährboden für die Zucht von Knöllchenbakterien der Legu- 
minosen nach Beijerinck®): Eine Abkochung von Papilionaceen- 
blättern wird mit 7°/, Gelatine, 0'25°%, Asparagin und 0'5°%, Rohr- 
zucker versetzt und so weit sauer belassen, daß die Säuremenge in 100 cms 
des fertigen Nährsubstrates 0'6 Normalsäure betrug. 


Für die Reinzüchtung von Harnstoff vergärenden Mikro- 
organismen dienen die gewöhnlichen Nährsubstrate (Nährgelatine, Nähr- 
bouillon ete.) mit einem Zusatz von 0'1—2°/, Harnstoff. Die Reaktion 
soll deutlich alkalisch sein. 

Für die Züchtung der nitrifizierenden Bakterien verwendet 
Winogradsky *) folgende Nährlösung: 


') S. Winogradsky, Arch. des Sciences biolog. publ. par l’Instit. imp. de Med. 
exper. A St. Petersbourg. T. 3. p. 297 (1895). 

?) M. Beijerinck, Über oligonitrophile Mikroben. Zentralbl. f. Bakt. I. Abt. Bd. 7. 
S. 574 (1901). 

®) M. Beijerinck, Die Bakterien der Papilionaceenknöllchen. Botanische Zeitung. 
Bd. 46. S. 744 (1888). 

4) S. Winogradsky, Nitrifikation. Lafars Handbuch der techn. Mykologie. Bd. 3. 
S. 146. Fischer, Jena (1904). 
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a) Ammoniumsulfat 1 g, Kaliumphosphat 14, Brunnenwasser 100 em®, 
basisch-kohlensaure Magnesia im Überschu!). 

b) Ammoniumsulfat 2—2°5 g, Kaliumphosphat 1 9, Magnesiumsulfat 
0:5 g, Chlorcaleium Spuren, destilliertes Wasser 1000 cm®, basisch-kohlen- 
saure Magenesia im Überschußb. 

c) Ammoniumsulfat 2 g, Kaliumphosphat 1 9, Magnesiumsulfat 0°5 g, 
Chlornatrium 2 g, Eisenoxydul O'4 g, destilliertes Wasser 1000 cm®, basisch- 
kohlensaure Magnesia im Überschuß. 

Zur Vermeidung von Verlusten an Ammoniak setzt man das Am- 
monsulfat erst nach dem Sterilisieren zu, indem man die entsprechende 
Menge einer sterilisierten 10°/,igen Stammlösung dieses Salzes unmittelbar 
vor dem Gebrauche des Nährsubstrates hinzufügt. 

Die Bereitung eines gallertigen Nährbodens zur Züchtung des 
Nitritbildners erfolgt nach Winogradsky!) auf folgende Weise. 

Man stellt sich die lösliche Kieselsäure durch Einbringen von 
Salzsäure (spez. Gew. 1'10) in das gleiche Volumen von Wasserglas-Natron 
oder -Kali (spez. Gew. 1'05—1'06) her. Das Gemisch wird in geprüften 
Pergamentschläuchen der Dialyse gegen schnell fließendes Leitungswasser 
ausgesetzt. Man nehme in dünnen Schläuchen kleine Portionen, die in 
einem Tage dialysiert sind. Hierauf dialysiert man noch 1 Tag gegen 
3—4mal gewechseltes destilliertes Wasser. So bekommt man eine ca. 3 Monate 
haltbare, vollständig klare Auflösung von ungefähr 2°/, Kieselsäure, die 
ohne Schaden bei 120°C sterilisiert werden kann. Zur Darstellung des 
festen Nährbodens braucht man noch folgende Lösungen : 

1. Ammonsulfat 3 9, Kaliumphosphat 1 9, Magnesiumsulfat 0°5 g, de- 
stilliertes Wasser 100 g. 

2. Eisenvitriol 24 in 100 cm? destilliertem Wasser. 

3. Konzentrierte Lösung von Chlornatrium in destilliertem Wasser. 

4. Magnesiamilch, eine Aufschwemmung von gesiebter kohlensaurer 
Magnesia in destilliertem Wasser. 

Vor dem Gebrauche mischt man 50 cm® der obigen Kieselsäurelösung 
mit 25 cm® der Lösung 1 und 1cm® der Lösung 2 und soviel von der 
Magnesiamilch, daß das Gemisch milchig getrübt ist. Dann gießt man die 
Mischung in Petrische Schalen (siehe S. 1230) aus und setzt der fertigen 
Platte ein kleines Tröpfchen der Lösung 3 zu. Nach ungefähr 1 Stunde ist 
die Platte erstarrt und wird weiter verimpft. 

Magnesiagipsplatten von Omelianski?2) zur Zucht der Nitrit- 
bildner. Man fertigt ein Gemenge von Gips 99 zu kohlensaurer Magnesia 1 
und setzt unter ständigem Umrühren soviel Wasser zu, bis ein dicker Brei 
eutsteht. Dieser wird auf einer Spiegelglasplatte ausgebreitet und ober- 
flächlich geglättet. Sobald die Masse etwas erstarrt ist, schneidet man 


') S. Winogradsky, Nitrifikation. Lafars Handbuch der techn. Mykologie. Bd. 3. 
S. 155. Fischer, Jena (1904). 

”) W. Omelianski, Magnesiagipsplatten als neues festes Substrat für die Kultur der 
Nitrifikationsorganismen. Zentralbl. f. Bakt. II. Abt. Bd.5. S. 652 (1899). 
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runde Platten aus, die in Petrische Schalen passen, oder Streifen, die in 
Reagenzgläser kommen. Nach dem vollständigen Erhärten werden die Platten 
in die entsprechenden Schalen gegeben und soviel von der auf S. 1225 ange- 
gebenen Nährlösung C von Wäinogradsky eingegossen, dal) ihr Niveau un- 
gefähr in die halbe Scheibenhöhe zu liegen kommt. In Fig. 362 ist die 
Anordnung im Querschnitt wiedergegeben. Bei den Reagenzglaskulturen 
tauchen die eingelegten Magnesiagipsstreifen ungefähr '/, in die obge- 
nannte Nährflüssigkeit ein. Hierauf wird der Nährboden im Autoklaven bei 
120° C durch 20 Minuten sterilisiert. 

Für die Zucht von Nitratbildnern verwendet Winogradskg‘) fol- 
gende Nährsubstrate: 

a) Nährlösung: Natriumnitrit (Natr. nitros. puriss. Merck) 10 g, 
Kaliumphosphat 05 g, Magnesiumsulfat 03 g, Soda (wasserfrei) 1:0 g, 
Natriumchlorid 05 g, Ferrosulfat 04 g, destilliertes Wasser 1000 cm®. 

b) Nitritagar: Natriumnitrit 2 9, Natriumkarbonat (wasserfrei) 19, 
Kaliumphosphat Messerspitze, Agar 159, Flußwasser 1000 em®. 

Omelianski?) züchtet die Erreger der Wasserstoffgärung der 
Zellulose in folgender Nährlösung: Phosphorsaures Kali 1 9, Magnesium- 
sulfat 0'5 g, schwefelsaures 
oder phosphorsaures Am- 
moniak 1 9, Natriumchlorid 
Spur, destilliertes Wasser 

Fig. 362. 1000 cm und Zusatz von 

Kreide. Für die Zucht der 

Erreger der Methangärung der Zellulose dient die gleiche Nährlösung 
mit 0'1°/, Ammonphosphat ohne Ammonsulfat. 

Nach Molisch®) eignen sich folgende Agarnährböden für Purpur- 
bakterien: 1000 g Wasser, 059 MgSO,, 059 K,HPO,, Spur FeSO,, 109g 
Pepton, 159 Agar oder 1000 g Fluß-(Moldau)wasser, 13 g Agar, 5g Pepton, 
5 g Dextrin oder Glyzerin. 

Für die Zucht der im Meere lebenden Mikroorganismen ver- 
wendet man die üblichen Nährsubstrate, nur mit dem Unterschiede, daß 
man an Stelle des Zusatzes von 0'5°/, Natriumchlorid das im Handel er- 
hältliche „Meersalz“ in einer Menge von 3'2°/, hineingibt. Schon der auf 
3°/, erhöhte Kochsalzzusatz wird in den meisten Fällen ausreichen. 


Pups - Magmesiaplaite 


ANHANG. 


Anhangsweise seien hier noch einige Apparate erwähnt, die zum Ab- 
füllen von Kultursubstraten in bestimmten Mengen dienen und zur 
Aufbewahrung und Entnahme von sterilem Wasser bestimmt sind, das bei 


') S. Winogradsky, Die Nitrifikation. Lafars Handbuch der techn. Mykologie. 
Bd. 3. S. 170. Fischer, Jena (1904). 

?) W. Omelianski, Die Zellulosegärung. Lafars Handbuch der techn. Mykologie. 
Bd. 3. S. 252. Fischer, Jena (1905). . 

>) H. Molisch, Die Purpurbakterien. S.11. Fischer, Jena (1907). 
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bakteriologischen und besonders mykologischen Arbeiten ständig zur Stelle 
sein soll. 

Als Abfüllvorrichtung!t) für Nährsubstrate dient folgender Apparat, 
den Fig. 363 uns im Bilde zeigt. Er besteht aus einer Bürette und dem 
Vorratsgefäl mit der auszufüllenden Nährflüssigkeit, das bei sterilem Ab- 
zapfen des Inhaltes mit einem Wattefilter zu versehen ist, damit die beim 
Ablassen des Nährstoffes in die 
Bürette eintretende Luft keine Mi- 
kroorganismen mitreißen kann. Die 
Bürette selbst ist oben ebenfalls mit 
einem Wattebausch verschlossen. 
Besonders dann, wenn die abge- 
füllten Nährsubstrate noch einer 
Sterilisation unterworfen werden, 


Fig. 363. Fig. 364. 


kommt man mit diesem Apparat vollkommen aus. Handelt es sich aber 
um die Abfüllung von fertig sterilisierten Substraten in sterile Gefäße 
ohne nachfolgende neuerliche Sterilisation, dann muß; man zu etwas kom- 
plizierteren Apparaten greifen, die möglichst ganz aus Glas gefertigt sind. 


') J. Kuprianow, Zur Methodik der keimfreien Gewinnung des Blutserums. Zen- 
tralbl. f. Bakt. I. Abt. Bd. 15. S. 458 (1894). 
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Unsere Fig. 364 zeigt uns eine solche Abfüllvorrichtung nach Orlowski 
mit Maasenschen Glashähnen, die eine Infektion beim Abfüllen sicher hint- 
anhalten. Die kleine Bürette muß oben noch mit einem Wattefilter ver- 
sehen werden, damit beim Ablassen der Nährflüssigkeit keine Infektion 
statthaben kann. 

Als Behälter für steriles Wasser dient eine sehr einfache Vor- 
richtung, wie sie A. Klöcker‘) beschreibt. Sie besteht aus einem großen 
Kolben mit doppelt durchbohrtem Stopfen, dessen eine Bohrung ein Watte- 
filter trägt, bestehend aus einem mit Watte gefüllten Glasrohr, über das 
eine Glaskappe gestülpt ist. Durch die andere Bohrung geht ein Glasrohr 

bis zum Boden des Gefäßes. Das Rohr ist doppelt 


kl gebogen und trägt einen Kautschukschlauch, an 

| Ki den ein in eine Spitze ausgezogenes Röhrchen 
| SIfa \ angeschlossen ist. Fig. 365 zeigt die ganze Ein- 
j Il richtung auf einer Wandkonsole aufgestellt. Man 

8 sterilisiert den Inhalt samt dem Behälter und 
| Ausflußrohr. Nach Entfernung des Wattefilters 

/ || wird die Bohrung für letzteres mit einem Glas- 

| | stäbehen verschlossen, das lange Rohr soweit 
| herausgezogen, bis sein Ende über der Flüssig- 
== ) keit steht und nun auf dem Sandbade der Inhalt 
| / zum Sieden erhitzt. Man läßt einige Zeit den 


Dampf durch den Kautschukschlauch streichen 
und durch das zugespitzte Rohr ausströmen. 
Nach 1istündigem Kochen entfernt man den 
Kolben vom Sandbade, der Glasstab wird ent- 
fernt und an seine Stelle das im Heißluftschrank 
sterilisierte Filter eingesetzt, das lange Rohr 
bis knapp an den Gefäßboden geschoben und an 
den Kautschukschlauch ein Quetschhahn gelegt. 
Hierauf wird neuerlich erhitzt, dann der Quetsch- 
hahn geöffnet, Wasser ausfließen gelassen und 
dann der Hahn geschlossen. Dann wird vom Feuer 
weggenommen. Um eine sterile Ausflußöffnung 
zu erhalten, steckt man über das Auslaufröhrchen einen Kork, der in ein 
kleines Gefäß paßt, das etwas Alkohol enthält, oder ein mit Formol ge- 
tränktes Wattestückehen. Vor der Entnahme zum Versuch läßt man etwas 
Wasser ablaufen, um den Alkohol bzw. das Formol wegzuspülen. 


Fig. 365. 


IH. Reinzuchtmethoden. 


Vor der Beschreibung der einzelnen Reinzuchtmethoden seien jene 
Gerätschaften beschrieben, die beim Reinzüchten und Weiterkultivieren von 
Bakterien und Pilzen immer benutzt werden. u 


1) Alb. Klöcker, Die Gärungsorganismen. 8. 55, Waag, Stuttgart (1900). 
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Sämtliche Kulturgefäße, Proberöhrchen sowohl als auch Kölbchen 
und Schalen, sind vor dem Gebrauch in Papier eingewickelt im Heißluft- 
sterilisator (S. 1205) in der angegebenen Weise zu sterilisieren. Eprou- 
vetten und Kölbcehen werden zuvor mit einem Watteverschluf versehen, der 
so eingefügt wird, daß kein Kanal im Bausche oder an der Berührungs- 
fläche von Watte und Glas entsteht. Deshalb sind die Bäusche möglichst 
fest herzustellen. 

Alle Impfungen von Nährsubstraten mit Bakterien werden mittelst 
Platinnadeln oder Platinösen ausgeführt oder mit unmittelbar vor dem 
Gebrauch hergestellten Glasnadeln. Die Platinnadeln hält man sich in 
mehreren Sorten, am besten in 25cm lange Glasstäbe unter Zwischen- 
schaltung eines Stückes leicht schmelzbaren Glases eingeschmolzen vorrätig. 


Fig. 866. 


Die Nadeln sind 6—8 cm lang und 02—0°5 mm diek. Außerdem gebraucht man 
sehr oft eine Nadel aus Platiniridium, die ebenfalls in der angegebenen 
Weise in einen Glasstab eingeschmolzen wird. Außer den Nadeln hat man 
vorrätig mindestens 3 Ösen aus Platin mit einem Durchmesser von 2, 4 
und 8 mm und einen Pinsel aus feinstem Platindraht von 15cm 
Länge, ebenfalls in Glas eingeschmolzen. In Fig. 366 sind diese Gerät- 
schaften abgebildet. Für die Übertragung von schwierig abnehmbaren 
Kulturbelägen kann man sich noch einer Lanzettnadel aus Platin und 
einer Öse aus dickerem zusammengedrehten Platindraht bedienen. 

Jede Abimpfung oder Übertragung von Mikroorganismen in 
Proberöhrehenkulturen von einem Nährsubstrat auf ein anderes geschieht 
in folgender Weise: Zwischen den Daumen und Zeigefinger der linken ge- 
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streckten Hand wird das Röhrchen mit sterilem Inhalt und dasjenige mit 
der Kultur in möglichst schräger Lage genommen, nachdem die Watte- 
bäusche kurz abgeflammt wurden. Hierauf glüht man die Impfnadel oder 
-öse in der Flamme aus und zieht das untere Drittel des Glasstabes, an 
dem die Nadel sitzt, 15mal unter Drehen durch die Flamme. Nunmehr 
faßt man, ohne die Nadel aus der Hand zu geben oder irgendwo anzu- 
kommen, den Wattebausch des einen Rohres, zieht ihn heraus und legt ihn 
mit der berußten Seite zwischen Zeige- und Mittelfinger der linken Hand 
so, daß die ins Gläschen ragende Seite von jeder Berührung frei bleibt 
und auf der Handrückenseite hervorragt. Der Wattebausch des zweiten 
wöhrchens wird ebenso zwischen den dritten und vierten Finger einge- 
klemmt, Hierauf führt man die ausgeglühte Nadel, ohne etwa den Röhr- 
chenrand oder im Innern die Glaswand berührend, bis zur Kultur ein, 
benetzt die Nadelspitze bzw. taucht bei flüssigen Kulturen die Öse ein und 
führt sie sofort ohne jede Berührung wieder heraus und ebenso in das 
sterile Röhrchen ein. Nun streicht man das Impfmateriale im neuen Nähr- 
boden ab und fährt wieder ohne Berührung der Wände heraus. Hierauf 
setzt man die Wattebäusche sofort in die Röhrchen und glüht das Impf- 
gerät sogleich in der Flamme aus. 

In gelatinösen Nährsubstraten, die in senkrecht gestellten Röhrchen 
erstarrt sind, legt man durch Einstechen der mit dem Bakterienmaterial 
benetzten Nadel sogenannte „Stichkulturen“ an. Sind diese Nährsubstrate 
schräg erstarrt oder zu Platten in Schalen verarbeitet, führt man darauf 
Striche aus. Letztere Zuchten bezeichnet man als Strichkulturen. Ver- 
impft man die Bakterien in verflüssigte gelatinöse Nährsubstrate, verteilt 
sie dann durch Schütteln und läßt in der Kälte im Röhrchen den beimpften 
Nährboden wieder erstarren, so spricht man von Schüttelkulturen. 


1. Das Gelatine-Plattenverfahren. 


Bei diesem Verfahren gebraucht man die auf S. 1221 angegebene 
Nährgelatine als Nährsubstrat und sterilisierte Doppelschalen (Petrischalen). 
Letztere werden im Heißluftsterilisator bei 155—160° C durch eine Stunde 
sterilisiert. 

Man verflüssigt die in Proberöhrchen befindliche Nährgelatine und 
kühlt sie dann auf 33°C ab. Nunmehr bringt man in das erste Röhrchen 
soviel von dem zu untersuchenden bakterienhaltigen Substrat, bis eine 
deutlich sichtbare Trübung des Nährsubstrates auftritt. Sodann verteilt man 
die eingebrachten Bakterien in der Gelatine gleichmäßig, indem man durch 
vorsichtiges Neigen und rascheres Wiederaufstellen des Röhrchens die Probe 
durchschüttelt. Zweckmäßig hält man das Röhrchen mit den drei ersten 
Fingern der rechten Hand und stützt den Boden desselben auf den Kuppen 
der drei ersten Finger der linken Hand. Nach 60—100maligem Umlegen 
und Aufrichten der Probe ist eine genügende Verteilung der eingesäten 
Bakterien erreicht. Stammt das ursprüngliche Material von zähen oder 
festen Substraten, so verreibt man vor dem Umschütteln die groben Par- 
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tikelchen mit einer kleinen, ca. 15 mm im Durchmesser messenden Öse 
aus stärkerem Platindraht (05 mm Querschnitt). Nun nimmt man aus dem 
Warmwasserbad ein zweites Röhrchen mit Gelatine und verimpft drei Ösen 
voll des Inhaltes vom ersten Röhrchen (dem Original). Hierzu benutzt man 
große Platinösen mit einem Durchmesser von 6—S8 mm. Diese Ösen bleiben 
nur dann nach dem Herausnehmen aus der Flüssigkeit gefüllt, wenn sie 
vollständig geschlossen sind, worauf besonders zu achten ist. Nunmehr 
verteilt man die eingebrachte Menge aus dem Original wieder durch 
60maliges Umschütteln und erhält so die erste Verdünnung, von der 
man abermals 3 Ösen voll auf ein weiteres Röhrchen mit verflüssigter 
Gelatine verimpft. Jetzt wird die erste Verdünnung wieder in das Warm- 
wasserbad von 33° C zurückgebracht. Die eben verimpfte Gelatine (zweite 
Verdünnung) wird ebenfalls durchgemischt und von ihr eventuell durch Ver- 
impfen von 3 Ösen voll eine dritte Verdünnung angelegt, die genau so wie die 
früheren zu behandeln ist. Sterile Petrischalen legt man auf eine gekühlte 
Unterlage. Sehr empfehlenswert ist die in Fig. 367 wiedergegebene Vor- 
richtung, die aus einem Zinkblechkasten von runder Form besteht, der auf 
Nivellierschrauben ruht und durch 
den ein Strom kalten Wassers 
dauernd hindurchtließt. 

Nunmehr nimmt man das 
Röhrchen mit der ersten Ver- 
dünnung, schüttelt es in der 
angegebenen Weise noch 20mal 
und entfernt bei schräger Haltung 
des Röhrchens den Wattebausch. 
Nun flammt man in der Flamme 
den Rand der Eprouvette unter Drehen derselben gut ab und probiert 
mit der Fingerbeere, die Eprouvette ruhig in der Hand in möglichst 
schräger Lage haltend, immer an ein und derselben Stelle, ob eine 
genügende Abkühlung derselben eingetreten ist. Ohne die Eprouvette zu 
drehen, wird nun der Inhalt über den nicht berührten Teil des Randes in 
die Petrischale rasch entleert, nachdem man den Deckel derselben gelüftet 
und zum Schutze vor einfallenden Mikroorganismen darüber hält. Durch 
leichtes Neigen der sofort wieder geschlossenen Schale verteilt man die 
Gelatine gleichmäßig über den ganzen Boden der Schale, ohne den Deckel 
irgendwie zu benetzen. Unsere Fig. 363 hält die einzelnen Phasen des 
ganzen Vorganges des Plattengusses fest. Ebenso wird mit der zweiten 
und dritten Verdünnung verfahren. Sowohl die Wattebäusche, die bei 
richtiger Arbeit nicht infiziert und benetzt werden dürfen, als auch die 
entleerten Proberöhrehen kommen in ein größeres Gefäß mit 3°/,iger Lysol- 
lösung, einerlei, ob man mit pathogenem oder nicht pathogenem 
Bakterienmaterial arbeitet. 

Nach wenigen Minuten ist die Gelatine in den Petrischalen erstarrt. 
Nach Signierung der Schalen kommen die Platten, mit dem Boden nach 

Abderhalden, Handbuch der biochemischen Arbeitsmethoden. III. 78 
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oben sehend, in den Thermostaten mit 22° C. Nach 12 Stunden beginnt 
man mit der Kontrolle, ob Wachstum eingetreten ist oder nicht. Dies 
geschieht unter dem Mikroskop, bei schwacher Vergrößerung von der 
3odenseite her. Sobald sich kleine Kolonien zeigen, schreitet man zur 
Abimpfung, die wieder unter dem Mikroskop mit einer sterilen Platinnadel 
von dünnem Platindraht zu geschehen hat. Ohne irgendeinen Teil 
der Objektivfassung oder des Schalenrandes oder des umliegen- 
den Nährsubstrates zu berühren, muß die Nadel soweit gesenkt 
werden, bis sie die eingestellte, oberflächliche Kolonie be- 


Fig. 368. 


rührt und etwas von ihr mitnimmt. Diese geringe Menge wird dann 
in einen sterilen Nährboden gebracht, indem die abgeimpften Bakterien 
entweder in ein Proberöhrchen mit schräg erstarrter Agarfläche oder 
Gelatinefläche eingebracht und in einem Strich darauf übertragen werden, 
oder aber in gerade erstarrten Agar oder solche Gelatine durch einen 
Einstich eingeimpft werden. In flüssige Nährböden verimpft man 
leichter mit frisch hergestellten Glasnadeln. Man zieht sich im Brenner 
einen Glasstab in einen feinen Faden aus, den man in einer Entfernung 
von ca. 15 cm vom dickeren Teil mit einer ausgeglühten Federzange ab- 
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bricht. Zur Abimpfung unter dem Mikroskop wird nun der am Glasstab 
befindliche Faden sofort benutzt, da er ohnehin durch das Erhitzen beim 
Ausziehen sterilisiert wurde. Nun impft man in der angegebenen Weise 
ab und überträgt die am Glase heftenden Bakterien dadurch in die Flüssig- 
keit, daß man durch einen leichten Stoß die infizierte Nadelspitze abbricht 
und mit den Bakterien in der Nährflüssigkeit beläßt. 


2. Der Agarplattenguß. 


Der in Proberöhrchen sterilisierte Nähragar wird im kochenden 
Wasserbade verflüssigt und dann die Röhrchen in ein Wasserbad von 
40° © eingesetzt. Nach Abkühlung des Inhaltes auf diese Temperatur wird 
wie beim Gelatineplattenguß verimpft, gemischt und die Verdünnungen 
angelegt. Man muß aber sehr rasch arbeiten, da Agar die Eigenschaft hat, 
nur bei einer Temperatur von über 38° C flüssig zu bleiben und einmal 
erstarrt, erst wieder bei ungefähr 90° zu verflüssigen. Nunmehr wird in 
sterile Schalen ausgegossen, die aber in diesem Falle keiner besonderen 
Kühlung bedürfen. Die weitere Behandlung und Verarbeitung deckt sich 
mit dem für Gelatineplatten Mitgeteilten. Nur die Züchtungstemperatur 
kann beliebig erhöht werden, ohne daß eine Verflüssigung eintritt. 

Für pathologische Untersuchungen bedient man sich sehr häufig der 
Blutserum-Agarplatten. Hier benutzt man einen Nähragar mit 3°), 
Agargehalt, den man in Eprouvetten sterilisiert vorrätig hält. Vor dem 
Gebrauch wird der verflüssigte und auf 40° C abgekühlte Nähragar mit 
dem auf 40°C erwärmten flüssigen Blutserum (8. 1215) zu gleichen Teilen 
gemischt, zu Platten verarbeitet und dann nach dem Erstarren mit dem 
zu untersuchenden Substrat bestrichen. Zu dem Ende benutzt man einen 
Pinsel von feinstem Platindraht, der vor dem Gebrauch ausgeglüht wird und 
mit dem nach einmaligem Eintauchen in das zu untersuchende Substrat 
sich kreuzende Striche auf der Platte ausgeführt werden. Will man mit 
dem Blutserumagar die üblichen Verdünnungen anlegen, so stellt man sie 
mit dem erwärmten Blutserum allein her, schüttelt gut durch, versetzt 
dann mit dem verflüssigten abgekühlten Agar und gießt Platten. 

Um die mitunter sehr störende Bildung von Kondenswasser aus 
dem Agar auf ein Minimum herabzudrücken, kann man dem Nähragar 
1°/, Gelatine zufügen, ohne den Erstarrungs- und Schmelzpunkt des 
Nährsubstrates wesentlich zu ändern. 


3. Reinzucht von einer Zelle unter Kontrolle. 


Die Reinzucht von einer Zelle weg erreicht man nach dem Verfahren 
von E. Chr. Hansen‘): Man benutzt dazu eine feuchte Kammer und 
ein steriles Deckgläschen von 20 mm Seitenlänge. Als Feuchtkammer 


!) Hansen, Comptes rendus de laboratoire de Carlsberg (1883). Die angegebene 


Methode ist etwas modifiziert. 
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verwendet man entweder hohl ausgeschliffene Objektträger oder Objekt- 
träger mit aufgekittetem Glasring, wie aus Fig. 369 zu entnehmen ist. Die 
Objektträger liegen in 80°/,igem Alkohol dauernd. Die in Salzsäure ge- 
reinigten Deckgläschen werden nach ausgiebiger Wasserspülung ebenfalls 
in starken Alkohol eingelegt, aufbewahrt. Unmittelbar vor Ausführung der 
Methode desinfiziert man eine kleine Glasglocke im Innern durch Auswischen 
mit 80°/,igem Alkohol, legt sich ein Blatt glattes Papier zurecht, das eben- 
falls mit einem in Alkohol getauchten Wattebausch abgewischt wird und 

gibt auf dieses die Glasglocke. 
EI er er 7-2 Hierauf ‚entnmmt man 


geschliffenen Objektträger dem Be- 
= — hälter mit Alkohol, läßt den über- 


| | | | schüssigen Alkohol abtropfen und 

verbrennt den Rest in der Bunsen- 
flamme. Dann bestreicht man den 
Rand des Glasringes mit Vaselin 
und legt den Objektträger unter die 
Glasglocke. Ein Deckgläschen wird 
in der Flamme vom anheftenden 
Alkohol befreit und ebenfalls unter 
die Glasglocke gegeben. In Fig. 370 
sehen wir die vorbereiteten Gerät- 
schaften. Nunmehr legt man in 
Röhrchen mit verflüssigter Ge- 
latine in der auf S. 1231 angege- 
benen Weise zwei Verdünnungen 
an. Von der ersten Verdünnung 
bringt man mit der 4 mm im Durch- 
messer messenden Öse ein Tröpfchen 
auf ein nicht sterilisiertes Deck- 
gläschen, das man nun mit der 
beschickten Seite nach unten auf den 
mit Vaselin bestrichenen Rand des Hohlschliffes eines Objektträgers aufdrückt. 
Dann bestimmt man in diesem hängenden Tropfen die Anzahl der Mikro- 


m eg en 


Fig. 371. 


Fig. 369. 


Fig. 370. 


organismen unter dem Mikroskop. Die Zahl derselben muß 10—15 betragen. 
Ist dies durch entsprechendes Verdünnen erreicht, so beschickt man das 
unter der Glasglocke befindliche sterile Deekgläschen mit einer Öse 
(4 mm Durchmesser) voll Gelatine, indem man diese Menge auf einen 
l cm im Durchmesser betragenden Kreis rasch und gleichmäßig verteilt. 
Nunmehr stülpt man den Öbjektträger mit dem Glasring darüber und 
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drückt leicht an, bis durch das Vaselin ein kompletter Abschluß der 
Kammer erreicht ist. Unsere Fig. 371 gibt die Phasen dieser Prozedur 
wieder. Auf diese Art legt man sich 5—6 Deckglaskulturen an. Nach wenigen 
Minuten ist der Nährboden erstarrt. Jetzt untersucht man unter dem Mikro- 
skop diese Miniaturplatten und markiert auf dem Deckglase durch Tusch- 
pünktchen jene Stellen, die eine einzige Zelle enthalten und wo der 
Abstand von den umliegenden Zellen 1 »»m beträgt. Nach 24 Stunden impft 
man von den aus einer Zelle hervorgegangenen Kolonien mit der spitzen 
Platiniridiumnadel ab, nachdem man das Deckgläschen mit der beschiekten 
Seite nach oben auf die Feuchtkammer unmittelbar vor der Abimpfung 
gelegt hat. 

Die zweite, ebenso sicher und vielleicht etwas bequemer zum Ziele 
führende Methode besteht darin, auf ein sterilisiertes Deckgläschen mit 
einer sterilisierten Schreibfeder reihenweise kleinste Tropfen von infizierter 
Gelatine zu bringen, wie es Lindner bei seiner Tröpfehenkultur mit 
flüssigen Nährsubstraten getan hat. Nun untersucht man wieder unter dem 
Mikroskop und isoliert jene Tröpfchen, die nur eine einzige Zelle enthalten. 
Nunmehr kann man diese Zelle sich vermehren lassen und ohne Hilfe des 
Mikroskops leicht mit einer Glas- oder 
Platinnadel die Kolonie abimpfen oder den 
Tropfen mit einer Zelle mit einer Platin- 
öse in das sterile Substrat übertragen. 
Sicherer ist die erste Art des Abimpfens 
von der Kolonie, da man beim Übertragen 
der einen Zelle in das sterile Substrat nie- Fig. 372. 
mals weiß, ob diese Zelle auch wachstums- 
fähig ist. Fig. 572 zeigt uns ein beschicktes Deckgläschen und die Stellung 
der Abimpfnadel während des Abtragens einer Kolonie. Nach dem Abimpfen 
kontrolliert man unter dem Mikroskop, ob etwas tatsächlich von der Ko- 
lonie abgenommen wurde. 

Bei der Zucht von größeren Mikroorganismen, wie Saccharomyceten, 
Schimmelpilze etc., hat man immer die Methode der Zucht von einer Zelle 
anzuwenden, da nur durch dieses Verfahren einwandsfrei Reinkulturen zu 
erhalten sind. Bei der Zucht von Schimmelpilzen geht man nicht von der 
vegetativen Zelle aus, sondern von der Spore, deren Keimung man unter 
dem Mikroskop verfolgt. 

Die bisher genannten Methoden führen überall dort zum Ziele, wo 
es sich um sogenannte a@ärobe oder wenigstens fakultativ aörobe Mikro- 
organismen handelt. Für die Reinzucht der strengen und fakultativen 
Anaörobier sei die von Burri') zuerst angegebene Methode empfohlen 
in der Ausführung, wie sie in unserem Laboratorium geübt wird. Dazu 
benutzt man starkwandige Röhren von ca. 10—12 mm innerer Lichte und 


') R.Burri, Zur Isolierung der Anaöroben. Zentralbl. f. Bakt. II. Abt. Bd.8. 
8.533 (1902). 
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18—20 cm Länge. Diese werden sorgfältig gereinigt, beiderseits mit Watte- 
bäuschen verschlossen, wie es A der Fig. 373 zeigt, in Papier eingehüllt 
und im Heißluftsterilisator keimfrei gemacht. Vor dem Gebrauche stülpt 
man über einen Wattebausch eine gutschließende Kautschukkappe und taucht 
dieses Ende der Röhre in Eiswasser, wie es B der Fig. 5753 erkennen läßt. 
Hierauf verflüssigt man ein Röhrchen mit Nähragar und gießt nach Ab- 
flammen des Röhrchenrandes eine ca. 3cm hohe Schicht siedend heißen 
Agars unmittelbar auf den Wattebausch, entsprechend klein « der Fig.375.B. 
In wenigen Sekunden ist diese Agarschicht erstarrt. Nun legt man sich 
nach der für den Agarplatteneuß auf 8.1233 gegebenen Vorschrift zwei 


Fig. 373. 


Verdünnungen an und gießt diese nach Abflammen des Agarröhrchenrandes 
auf die erste Agarschicht (b der Fig.373 B). Nachdem auch diese Schicht 
erstarrt ist, kommt noch eine Lage von sterilem Agar darauf, indem man 
ein Röhrchen mit Nähragar verflüssigt und heiß auf dem infizierten Agar- 
zylinder in ca.3 cm dicker Schicht aufgießt (c Fig. 373 B). Mit der zweiten 
Verdünnung wird ebenso verfahren. Man kann die Kautschukkappe weg- 
geben und stellt die fertigen Röhrchen in den Thermostaten mit 32° C. 
Sobald sich die Kolonien der eingeimpften, anaörob wachsenden Mikroben 
in der Agarschicht 5 zeigen, schreitet man zur Abimpfung, die folgender- 
maßen geschieht: Der mit Agar befeuchtete Wattebausch wird entfernt. 
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Dabei kommt es häufig vor, dal) bereits alle drei Agarzylinder aneinander- 
hängend mit herausgezogen werden. Sollte dies nicht der Fall sein, so 
schiebt man den Agar mit einem dicken Glasstab vorsichtig heraus auf 
ein Blatt Filtrierpapier. Durch Hin- und Herrollen auf demselben befreit 
man die Agarwurst von der anhaftenden Feuchtigkeit. Dann schneidet man 
den beimpften Teil des Zylinders mit einem ausgeglühten Messer in dünne 
Scheibehen von 2—3 mm Dicke, die man sofort in einer sterilen Petri- 
schale auflegt, wie es Fig. 375 € zeigt. Nachdem man so den ganzen Zylinder 
aufgeteilt hat, durchmustert man die Scheiben unter dem Mikroskope nach 
Kolonien, die wenigstens 2 mm vom Scheibenrande entfernt in der Tiefe 
weit voneinander abstehend liegen. Scheiben, die Kolonien in dieser brauch- 
baren Lage besitzen, werden in eine zweite sterile Petrischale gebracht 
und dort folgendermaßen zur Abimpfung bloßgelest: Mit einer abgeflammten 
und wieder erkalteten Lanzennadel (Fig. 373 @) schneidet man vorsichtig, 
vom entfernteren Rand der Scheibe beginnend, die Scheibe gegen die Ko- 
lonie hin ein bis in eine Entfernung von 2 mm, wie es der schwarze 
Strich in D der Fig. 375 zeigt, in welcher Abbildung der schwarze Punkt 
die Kolonie bedeutet. Dann nimmt man eine zweite zurecht gelegte und 
abgeflammte Lanzennadel zu Hilfe und spaltet durch Auseinanderdrängen 
der Schnittflächen die Agarscheibe weiter, ohne mit den beiden Nadeln die 
entstehenden Bruchflächen zu berühren. Gewöhnlich verläuft die Spaltrich- 
tung durch die Kolonie hindurch. Mitunter ist sie aber von einer dünnen 
Agarschicht bedeckt, was weiter nichts zu bedeuten hat. E und E* zeigen 
uns das Ergebnis der vorgenommenen Spaltung. In 7’ der Fig. 375 sehen 
wir die gespaltene Agarscheibe mit freigelegter Kolonie in der Petrischale 
liegen. Nun nimmt man die Abimpfung in der auf S. 1232 beschriebenen 
Weise vor und legt entweder Stichkulturen in hoher Schicht oder 
Strichkulturen an, die dann unter Ausschluß von Luftsauerstoff gehalten 
werden müssen. Die dazu brauchbaren Verfahren werden im folgenden 
Kapitel zur Erörterung gelangen. " 


Auch von der einzelnen Zelle weg unter mikroskopischer Kon- 
trolle kann anaörob gezüchtet werden. Nach dem Vorschlage von Niki- 
foroff benutzt man dazu Objektträger mit aufgekittetem Glasring, also 
feuchte Kammern, die längs des inneren Randes vom Ringe eine einge- 
schliffene Rinne besitzen. In diese kommt auf der einen Seite eine geringe 
Menge Pyrogallol, auf die gegenüberliegende ein Tröpfchen Kalilauge. Die 
Herstellung der Kultur erfolgt auf einem sterilisierten Deckglas in der auf 
S. 1234 bezeichneten Weise. Das Deckgläschen wird dann mit der beimpften 
Seite nach unten auf den mit Vaselin bestrichenen Glasring gelegt und 
angedrückt. Nach völliger Abkühlung umzieht man es noch mit einem Lack 
(Asphaltlack). Dann neigt man den Objektträger vorsichtig, bis der Kali- 
laugentropfen in der Rinne zum Pyrogallol fließt. Die weitere Abimpfung 
gestaltet sich so, wie es auf 8.1235 für die Zucht aus einer Zelle an- 
gegeben wurde. 
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IV. Anaörobe Zucht und Kultur in bestimmten Gasen oder Gas- 
gemischen. 


Für die anaörobe Zucht verwendet man dort, wo es überhaupt geht, 
unmittelbar vor der Kulturanlage ausgekochte Nährsubstrate. Natürlich 
geht dies mit Blutserum oder anderen in der Hitze koagulierenden Substanzen 
nicht. In diesen Fällen bringt man die Nährsubstrate möglichst unmittel- 
bar vor dem Gebrauche unter den Rezipienten einer guten Luftpumpe 
durch wenigstens eine halbe Stunde. 

Die Absperrung und Entfernung des Luftsauerstoffes erreicht man 
auf verschiedene Weise. Die einfachste. Methode besteht darin, eine Kultur 
in hoher Schicht anzulegen. Zu diesem Ende benutzt man am besten 
frisch erstarrten Nähragar in engen und hohen Proberöhrchen. Es wird 
eine Stichkultur mit der Platinnadel durch senkrechtes, 
bis zum Boden reichendes Einstechen ausgeführt und 
darüber noch eine Schicht Agar von mindestens 3 cm Höhe 
gegossen. Liborius macht das gleiche bei Gelatinenähr- 
substraten. Diese Kulturen gestatten zwar eine gute Be- 
obachtung der makroskopisch wahrnehmbaren Wachstums- 
erscheinungen im Stichkanal, bieten aber große Schwierig- 
keiten bei der Entnahme von Kulturmaterial zur Ab- 
impfung und mikroskopischen Untersuchung. 

Für einfachere Anaörobenversuche bedient man sich 
deshalb einer zweckmäßigeren Kulturmethode, die von 
Buchner angegeben wurde und allgemein als Kultur in 
= der Buchnerröhre bekannt ist. Nebenstehende Fig. 374 
zeigt uns zwei Röhren, die in ihrem Innern die gewöhnlichen 
Kulturröhrchen enthalten. Man legt auf einem frisch ausge- 
kochten, schräg erstarrten Agar- oder Gelatinenährboden eine Strichkultur an, 
dann beschickt man entweder die kugelförmige Auftreibung der Buchnerröhre 
oder den unteren Teil derselben (Fig. 374, links) mit Pyrogallussäure in Sub- 
stanz, und zwar ca. 020g. Hierauf läßt man durch einen langgestielten 
Trichter 0'25°/,ige Kalilauge einfließen (8 cm?). Nunmehr schiebt man die 
Kulturröhre ein und verschließt sofort mit einem dichtsitzenden Kautschuk- 
stopfen. Die alkalische Pyrogallollösung absorbiert den Sauerstoff und hält 
die Kultur O-frei. Absolut sicher ist das Verfahren nicht, da kein Indikator 
etwa vorhandenen Sauerstoff anzeigt und die Absorptionsfähigkeit der ge- 
ringen Menge alkalischer Pyrogallollösung sehr bald nachläßt und endlich 
ganz erlischt. Außerdem sind die Kautschukstopfen nicht gasdicht, denn 
so gezüchtete Leuchtbakterien leuchten ausgezeichnet. Erst vollständiges 
Abschmelzen der Röhre bewirkt einen sicheren Ausschluß von Sauerstoff. 
Dann leuchten auch die Leuchtbakterien nicht mehr. Wo es sich um 
sehr exakte Versuche handelt, ist daher unbedingt die Kultur- 
röhre nach der Beschickung abzuschmelzen. 


Nm 


Fig. : 
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Ein ebenfalls sehr brauchbares Verfahren hat uns Omelianski!) an- 
gegeben. Nach ihm kommt die frisch angelegte Kultur in das in Fig. 375 ge- 
zeichnete Gefäß. Dasselbe besteht aus einem dickwandigen Gefäß A, welches 
oben einen rineförmigen Kragen C trägt und unten einen erweiterten Fuß 
von 8 cm besitzt. Der Zylinder hat einen Durchmesser von 1'8 cm. Der 
Durchmesser des Kragens beträgt 55 em. Auf das obere Ende des Zylinders 
ist die Kappe B gut aufgeschliffen. Unmittelbar vor dem Gebrauche wird 
die Kappe mit einer Mischung von 1 Teil Wachs und 2 Teilen Vaselin 
aufgedichtet. Dann bringt man je 10 cm? einer 12'5°/,igen Kalilauge 
und einer 5°/,igen Pyrogallollösung (wässerig) 
in den Fuß des Apparates. Nunmehr wird 
das Kulturröhrchen eingesetzt und die Kappe 
gut aufgerieben und in den Kragen soviel 
Quecksilber gegossen, daß der untere 
Kappenrand reichlich damit bedeckt ist 
(schwarz in der FieuM). Als Absorptionsmittel 
erweist sich die oben genannte Menge von 
Pyrogallol in Kalilauge am zweckmäßigsten 
und am besten und raschesten wirksam, 
wenngleich geringe Mengen von CO gebildet 
werden (vergl. Beilstein, Handbuch der or- 
ganischen Chemie. Bd. 2. S. 643 [1888]: „Am 
wirksamsten ist eine Lösung von je 0'259 
Pyrogallol in 100 cm® Kalilauge [spezifisches 
Gew. — 1'050]: bei stärkerer Konzentration 
der Lauge wird weniger Sauerstoff absorbiert.“ 

Die bisher genannten Apparate gestatten 
überhaupt nur die Züchtung im Reagenzglase 
und nur in der Einzahl, d.h. für jedes Kul- 
turröhrchen ist ein besonderer Anaöroben- 
apparat nötig. Nun kommt es häufig vor, 
viele Kulturen gleichzeitig anlegen oder 
Plattenkulturen unter ana@roben Verhält- 
nissen halten zu müssen. 

Für die Plattenzucht unter Aus- 
schluß des Luftsauerstoffes sei auf das Fig. 375. 

Verfahren von Ruzicka?) in der in unserem 
Laboratorium gebräuchlichen Abänderung verwiesen, das folgendermaßen aus- 
geführt wird. An Utensilien werden gebraucht: 


') W. Omelianski, Ein einfacher Apparat zur Kultur von Anaöroben im Reagenz- 
glase. Zentralbl. f. Bakt. II. Abt. Bd. 8. S. 711 (1902). 

?) St. Ruziöka, Eine neue einfache Methode zur Herstellung sauerstoffreier Luft- 
atmosphäre (als Methode zur einfachen vollständigen Züchtung von strengen Anaeroben). 
Arch. f. Hygiene. Bd. 58. S. 327 (1906). 
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1. Ein Kippscher Wasserstoffentwicklungsapparat mit zwei 
daran geschlossenen Waschflaschen. Die erste enthält eine 10°/,ige Lösung 
von salpetersaurem Blei, die zweite eine 10°/,ige Lösung von Silbernitrat. 
Den Wasserstoff erzeugt man aus reinstem granulierten Zink und ungefähr 
30°/,iger reinster Schwefelsäure. 

2. Zwei runde Glasschalen von 20—25 cm Durchmesser und 
8—10 cm Höhe. 

3. Eine Glasglocke von ca. 15 cm Durchmesser und 30 cm Höhe. 
4. Einen kleinen Glasdreifuß von ca. 9cm Höhe, auf den die 
Petrischalen zu stehen kommen. 

5. Eine halbe Petrischale von 10—11 cm Durchmesser. 

6. Ein gebogenes Glasrohr mit ausgezogener feiner Spitze von der 
Form a der Fig. 376 in der Seitenansicht und 5b dieser Figur in der 
Vorderansicht (1/, natürl. Größe). 

7. Ein Röhrchen, mit 4 Biegungen. An den geraden längeren Schenkel 
wird ein Kautschukschlauch angesetzt, der das Rohr mit einer Bürette 

verbindet und einen Quetschhahn 
trägt. Der gerade Schenkel mißt 
12 cm, der wagrechte 3 cm, der 
? aufwärtsgehende 11 cm, der sich 
daranschließende kürzere um- 
6 gebogene, in eine ausgezogene 
Spitze endigende Teil 3 cm 
(siehe Fig. 378, rechts). 
8. Sechs Stück Dreiecke 
aus Glasstäben, von der Form 
A TER der Fig. 377, die als Zwischen- 
lagen für die einzelnen Petri- 
schalen dienen; P entspricht dem Rand der aufgelegten Schale. Die Petri- 
schalen sollen einen Durchmesser von 9 cm haben. 

9. Eine Reihe folgender Reagenzien : 

a) 1°/,ige Karbolsäurelösung in Wasser. 

b) 20°/,ige Kristallsodalösung. 

c) Traubenzucker, puriss. wasserfrei Merck, abgeteilt in Portionen von 
50 9, 19 und O'1 g, die in gut verschlossenen Proberöhrchen aufbewahrt 
werden. 

d) Paraffinöl. 

e) KOH, in Portionen von ca. 1'6 g abgeteilt und in kleine Glas- 
röhrchen mit Paraffinverschluß aufbewahrt, oder noch besser eingeschmolzen. 
(Man wiegt eine Stange rasch ab, legt sie auf eine Glasplatte, die auf 
einem Millimetermaßstab liegt und zerteilt die Stange mit dem Messer in 
dem Gewicht entsprechende Stücke). 

J) Pyrogallol, in Portionen von 0'8 g abgeteilt und in kleinen Gläschen 
aufbewahrt. 

Eine Indigolösung, die folgendermaßen hergestellt wird: 
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3 9 Indigotin werden in einer Reibschale mit konzentrierter Schwefel- 
säure (60 y) verrieben und durch 24 Stunden stehen gelassen. Nunmehr 
bestimmt man das Volumen und verdünnt mit der genau vierfachen 
Menge destillierten Wassers. Von dem entstandenen Niederschlag wird 
abfiltriert. 1 cm® dieser Indigolösung soll einen Schwefelsäuregehalt auf- 
weisen, der 38°2 em® !/,,-Normalalkali entspricht. Den Titer bestimmt man, 
indem man in einer Porzellanschale 5 em® der Indigolösung mit 3—5 em® 
konzentrierter Salpetersäure versetzt und auf dem Wasserbade eindampft, bis 
zur Verjagunge der HNO,. Den Rest nimmt man in einem Metßkolben 
von 100 em® Inhalt mit Wasser auf und verdünnt genau bis zur Marke, 
Von dieser Lösung titriert man 20 cm® unter Benutzung von Phenolphtalein 
als Indikator. Nun korrigiert man durch Zusatz von H,O oder H, SO, den 
Säuregehalt der ursprünglichen Indigolösung entweder so lange, bis er einer 
Menge von 382 !/,,-Normalalkali entspricht, oder aber berechnet die 
Menge von Indigolösung, die diesem Säuregehalt entspricht. Letzteres Ver- 
fahren ist empfehlenswerter, da es rasch und sicher zum Ziele führt. Die 
Hälfte der berechneten Menge ergibt sofort die für eine Indi- 
katorherstellung nötige Indigolösungmenge. Die Herstellung des 
fertigen Sauerstoffindikators wird später angegeben. 

Die Ausführung dieser anaöroben Zucht geschieht auf folgende Weise: 
In die runde Glasschale kommt eine Mischung von: 


500 em>3 1°/,iger wässeriger Karbolsäurelösung, 
70 cm® 20°/,iger Lösung von kristallisiertem Natriumkarbonat, 
50 g Traubenzucker. 


Darauf wird 500 em3 Paraffinöl gegossen. Nun stellt man in die 
Mitte der Schale den gläsernen Dreifuß und gibt darauf die halbe Petri- 
schale, in der man eine Portion Pyrogallol und eine Portion KOH bringt. 
Darauf legt man ein Glasdreieck und stellt auf dieses, mit dem Boden nach 
oben gewendet, die offene Kulturschale. Dann folgt wieder ein Glasdreieck 
und eine beschickte Kulturschale, wie es Fig. 378 zeigt. Nun verbindet man 
mit dem Wasserstoffapparat das gebogene Röhrchen der Fig. 576. Das 
andere Röhrchen mit abgebogener Spitze wird durch einen Kautschuk- 
schlauch mit einer mit frisch ausgekochtem Wasser gefüllten Bürette ver- 
bunden, der Schlauch mit einem Quetschhahn versehen und so weit Wasser 
zuströmen gelassen, bis das Röhrchen bis zur Spitze gefüllt ist. Nunmehr 
stellt man sich die Indikatorlösung her. Als solche dient für die Zucht 
bei Zimmertemperatur (18—20°C) folgende Flüssigkeit: 

DO cm® einer 1°/,igen Karbolsäurelösung, 
5 cm® einer 20°/,igen kristallisierten Natriumkarbonatlösung. 
Ohne Erwärmen wird darinnen gelöst: 


1 9 chemisch reiner Traubenzucker 
und nach der Lösung zugesetzt 05 cm® der schwefelsauren Indigolösung 
bzw. die Menge, welche der oben angegebenen Alkalimenge (191 em? !/,, N) 
im Säuregehalt entspricht. 
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Für die Zucht bei 32—37°C fügt man dem oben genannten Soda- 

Karbolsäuregemisch zu 

0'1 9 Traubenzucker, puriss. Merck, 
löst ohne Erwärmen und setzt dann die gleiche Menge Indigolösung zu 
wie früher. 

Die Indikatorflüssigkeit kommt in ein kleines Bechergläschen und wird 
auf den Boden der obersten Petrischale gestellt. Ein viel leichter herzu- 
stellendes und dennoch äußerst empfindliches Reagenz auf Sauerstoff sind 
‚Leuchtbakterien. Man stellt an Stelle des Indigoindikators einfach eine 

offene Plattenkultur 
= einer Leuchtbakterie 

hinein. Sehr geeignet 
dazu ist das Bacterium 
phosphorescens Fischer 
(vergl. Leuchtbakterien 
im Abschnitt IX). 

Die Platten werden 
mit Agar genau so ge- 
gossen und verimpft, 
wie dies auf 8.1233 für 
den Agarplattenguß mit- 
geteilt wurde. 

Nun läßt man 
Wasserstoff zuströmen 
und entzündet ihn an 
der Spitze des Aus- 
strömröhrchens (links in 
Fig. 578). Die Flamme 
soll eine Höhe von 4 bis 
5 mm haben. Hierauf 
stülpt man die Glas- 
elocke darüber. Es ver- 
brennt der anwesende 

HELEN Sauerstoff langsam und 

Sperrflüssigkeit steigt 

in die Glocke. Man hebt durch Drehen des Rohres das Wasserstofflämmchen 
vorsichtig, so daß es immer nahe an der Ölschichte brennt. Das Verlöschen 
macht sich an einem plötzlichen Ruck oder Flüssigkeit in der Glocke 
bemerkbar. Nun stellt man den Kippschen Apparat sofort ab und entfernt 
bei vorsichtigem Heben der Glocke das Brennerröhrchen. Nunmehr läßt man 
aus der Bürette 25 cm® Wasser in die große Petrischale mit Pyrogallol 
und KOH tropfenweise einströmen, um ein Spritzen auf den Agarnähr- 
boden zu vermeiden. Dann stellt man den Wasserzufluß ab und nimmt 
auch das Wasserzuströmröhrchen heraus. Der letzte Sauerstoffrest wird 
durch die alkalische Pyrogallollösung entfernt. Wir haben dabei alle Gase 


Bairclie zrıt Dasabl 
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der Luft in unserem Zuchtapparat mit Ausnahme von Sauerstoff und 
Kohlensäure. Der jetzt entfärbte Indikator zeigt sofort durch Blauwerden 
die geringsten Spuren von Sauerstoff an, woran man mit Leichtigkeit 
Störungen der Anaörobiose wahrnimmt. Von der Funktionsfähigkeit des- 
selben überzeugt man sich sehr leicht, indem man ein Luftbläschen ein- 
bläst. Er muß sofort durch oberflächliche Blaufärbung reagieren. Wurden 
Leuchtbakterienkulturen eingestellt, so zeigt das Erlöschen des Bakterien- 
lichtes sofort die vollständige Abwesenheit von Sauerstoff an. Jede Spur 
eingebrachten Sauerstoffes bringt sie zum sofortigen Aufleuchten. 

Bei der Eröffnung des Kulturapparates hebe man nicht ohneweiters 
die Glasglocke ab, sondern bringe ein einseitig mit einem kleinen Stopfen 
verschlossenes $-förmig gebogenes Glasrohr so unter die Glocke, daß es mit 
der offenen Seite die Flüssigkeitsschicht überragt. Durch Öffnen des Röhr- 
chens stelle man eine Verbindung mit der äußeren Luft her und hebe 
dann die Glocke ab, was nun ohne stürmisches Lufteinströmen geschieht, 
Handelt es sich um gasbildende Mikroben, so ist es zweckmäßig, oben 
auf die Glocke eine Bleiplatte oder ein schweres Gewicht zu stellen, um 
ein stürmisches Entweichen des unter hohem Druck stehenden Gases zu 
vermeiden. 

Bei den bisher beschriebenen Methoden der anaöroben Zucht wurde 
der Sauerstoff entweder mechanisch abgehalten oder durch Absorptions- 
mittel entfernt. Mit dem besten Erfolge kann man die atmosphärische 
Luft auch durch eine Reihe von indifferenten Gasen ersetzen. Die gebräuch- 
lichste Methode dieser Art besteht darin, die Luft durch Wasserstoff 
zu verdrängen. 

Für Einzelkulturen wurden zu diesem Zweck besondere Kultur- 
gläser erdacht. Die einfachste und zugleich bequemste Methode besteht 
darin, das beimpfte Röhrchen in ein größeres zu geben und dieses mit 
einem doppelt durchbohrten Kautschukstopien zu versehen, durch welchen zwei 
Röhrchen hindurchgehen. Das kürzere dient zum Einleiten des Wasser- 
stoffes, das längere zum Ableiten der Luft bzw. des Wasserstoffes. Unsere 
Fig. 379 zeigt die ganze Anordnung. An das bis zum Boden des größeren 
Zylinders reichende Rohr ist eine kleine, mit doppelt durchbohrtem Stopfen 
versehene Eprouvette angeschlossen, die ungefähr zur Hälfte mit Wasser 
gefüllt ist. Mit dem Apparat ist das längere zum Boden reichende Rohr 
verbunden, das kurze Rohr ist rechtwinkelig gebogen und besitzt eine feine 
Ausströmöffnung. Die auf frisch ausgekochtem Nährboden angelegte Kultur 
kommt in die große Eprouvette, welche sofort mit dem doppelt durch- 
bohrten Kautschukstopfen verschlossen wird. Nun verbindet man das kurze 
Röhrchen mit dem Wasserstoffgenerator, das längere mit der kleinen Vor- 
lage und läßt einen sehr langsamen Wasserstoffstrom hindurchgehen, bis 
die gesamte Luft durch Wasserstoff ersetzt ist. Nach einiger Zeit (ca. 10°) 
versucht man an dem ausgezogenen Rohr der kleinen Vorlage den Wasser- 
stoff zu entzünden. Brennt er ruhig, so läßt man noch fünf Minuten den 
Gasstrom hindurchgehen. Zeigen sich Explosionen oder unruhiges Brennen, 
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so ist noch ein Gemisch von Luft und Wasserstoff im Apparat. Dann 
beschleunigt man ein wenig den Gasstrom und probiert nach einigen 
Minuten neuerlich. Nach Abwarten der angegebenen Zeit schmilzt man 
zuerst das abführende Röhrchen des Zylinders ab (eingezogene Stelle des 
Rohres in Fig. 379). Dann wird das Zuströmröhrchen ebenfalls abge- 
schmolzen. Wenn unter möglichst sicherem Abschluß von Sauerstoff in 
solchen Apparaten kultiviert werden soll, muß eine etwas weitere große 
‚Eprouvette verwendet werden und außerdem ein langer Kautschukstopfen 
eingesetzt und mit Paraffin vergossen werden. Überdies empfiehlt es sich, 
als Indikator eine Leuchtbakterienkultur mit einzuschließen. Das letztere 
gilt auch für den weiter unten beschrie- 
benen Zuchtapparat für anaörobe Bakterien. 
Sowohl für die Anlegung dieser 
Zuchten als auch für den Gebrauch beim 
konstanten Durchleiten von Gasen dürfen 
nur vollständig gereinigte Gase zur 
Verwendung kommen. In unserem Labora- 
torium wird folgendermaßen hergestellter 
Wasserstoff zu diesen Zwecken verwendet. 
Ein Kippscher Apparat wird mit reinstem 
granulierten Zink in der üblichen Weise 
beschiekt und dann mit verdünnter che- 
misch reiner Schwefelsäure (ca. 30°/,ig) 
gefüllt. Der Wasserstoff passiert drei 
Waschflaschen, die erste, unmittelbar am 
(sasgenerator angeschlossene enthält eine 
10°/,ige wässerige Lösung von salpeter- 
saurem Blei, die folgende eine 10°/,ige 
Lösung von salpetersaurem Silber und die 
dritte eine konzentrierte Lösung von Ka- 
liumpermanganat in 3—4°/,iger chemisch 
reiner Schwefelsäure. In die Kugel des 
Auslaufrohres der letzten Waschflasche 
kommt ein dichter Wattebausch, um mit- 
gerissene Flüssigkeitsteilchen abzufangen. 
Für die gleichzeitige Zucht mehrerer Reagenzglaskulturen oder 
Plattenkulturen in der Wasserstoffatmosphäre benutzen wir den in 
Fig. 380 abgebildeten Apparat, der vollständig aus Glas hergestellt ist. Er 
dient auch zur Zucht in beliebigen anderen Gasen und im Gasstrom. 
Er besteht aus einem Bodengefäß, das durch Einkitten einer zweiten 
runden Glasschale in eine größere, gleich hohe Glasschale hergestellt ist. 
Die dadurch entstehende Rinne hat einen Querschnitt von ca. 2 cm. In 
die Mitte dieser Rinne kommt der Glassturz zu stehen, der oben zwei 
Öffnungen trägt, die mit tadellosen Schliffen versehen sind. In die linke 
Öffnung (der Zeichnung Fig. 380) ist ein Rohransatz eingeschliffen, der 


Fig. 379. 
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einen ebenfalls vorzüglich dichten Hahn mit einfacher Bohrung trägt. In 
die andere Öffnung ist ein bis auf eine Entfernung von 1 cm an den 
Boden der inneren Schale reichendes Rohr eingeschliffen, das außen eben- 
falls einen gut gedichteten Gashahn trägt und nach dem Hahn noch einen 
Ansatz besitzt, auf den ein oben offenes Gefäß aufgesetzt ist, dessen 
Kubikinhalt ca. 40 em® beträgt. Dasselbe besitzt zwei Marken. Die innere 
Schale enthält noch einen ca. 5 cm hohen gläsernen Dreifuß, der die Kultur- 
schalen trägt. Er ist in 
der Zeichnung durch die 
dicken, rechten Winkel an- 
gedeutet. Die offenen und 2fcom 
mit dem Boden nach oben 
gerichteten Kulturschalen 
werden durch gleichschen- 
kelige Dreiecke aus Glas- 
stäben voneinander ge- 
trennt gehalten, so daß das 
Gas überall freien Zutritt 
findet. Auf dem Boden der 
obersten Schale wird ein 
kleines Bechergläschen zur 
Aufnahme des Indikators 
gesetzt oder eine Leucht- 
bakterienkultur aufgestellt. 
Unmittelbar vor dem Ge- 
brauche werden sämtliche 
Schliffstellen mit einem 
Gemisch von 3 Teilen La- 
nolin und 1 Teil Vaselin 
gedichtet. - 

Der Apparat wird 
folgendermaßen in Betrieb 
gesetzt: In die Rinne 
kommt eine 5 cm hohe 
Schicht von Sperrflüssig- 
keit, deren Zusammen- 
setzung auf S. 1241 ange- 
geben ist. Auf diese kommt eine !/, cm dicke Schicht von Paraffinöl. 
Auf den Boden der kleineren Schale kommen 1'25 y Pyrogallussäure auf 
der einen Seite und gegenüber 325g KOH in Substanz. Nun wird 
der Glasdreifuß eingesetzt (etwas seitlich wie in der Abbildung) und 
auf diesen die eben angelegten Agar- oder Gelatinekulturen in Petri- 
schalen, deren Boden nach aufwärts gekehrt ist. Auf dem Boden der 
letzten Kulturschale wird das Bechergläschen mit der auf 8.1241 an- 
gegebenen Indikatorflüssigkeit oder eine Leuchtbakterienkultur gestellt. 


[7 
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Nun stülpt man die Glasglocke darüber und verbindet den kurzen Rohransatz 
mit der letzten Waschflasche des Wasserstoffapparates, den langen Rohr- 
ansatz nach Abnahme des kleinen aufgeschliffenen Gefäßes durch einen 
Kautschukschlauch mit einer kleinen, mit Wasser gefüllten Vorlage, wie 
sie beim Verfahren für die Einzelzucht von -Reagenzglaskulturen in der 
Wasserstoffatmosphäre auf 8.1243 beschrieben und in Fig. 379 abge- 
bildet ist. Man läßt nun langsam Wasserstoffgas solange durchströmen, 
bis der aus der kleinen Vorlage austretende Wasserstoff mit ruhiger 
Flamme verbrennt. Nun schließt man die Hähne am Gasgenerator und an 
den beiden Rohransätzen des Apparates, entfernt die Schlauchverbindungen, 
setzt auf den langen Rohransatz das Becherchen auf (Fig. 380) und 
füllt es bis zur Marke O mit frisch gekochtem, ausgekühlten Wasser, wobei 
darauf zu achten ist, daß eine vollständige Füllung bis zum Hahn erreicht 
wird. Hierauf öffnet man den Hahn / und dann vorsichtig den Hahn 11. 
Jetzt fließt langsam Wasser ein. Sobald es im Becherchen bis zur Marke 
25 cm: gefallen ist, sperrt man den Hahn // und giebt vorsichtig neuerlich 
bis zur Marke O Wasser nach. Hierauf öffnet man wieder den Hahn 77 
und läßt weitere 25 em® einfließen. Dann schließt man beide Hähne und 
nimmt das Becherchen ab. Das Gefäß ist allseitig geschlossen und wird 
nun in die für die betreffende Bakterienart passendste Temperatur gegeben. 
Zur Sicherheit kann man auf die Glocke noch ein schweres Gewicht legen, 
um bei stärkerem Innendruck ein eventuelles Kippen sicher hintanzuhalten. 
Es ist übrigens sehr zu empfehlen, dann, wenn bei Temperaturen über der 
Zimmertemperatur gezüchtet wird, schon das Durchleiten des Gases und 
das Füllen des Apparates bei dieser Temperatur vorzunehmen und den 
ganzen Apparat vorher auf die Zuchttemperatur vorzuwärmen. 

Die rasche Wegschaffung der flüchtigen Stoffwechselprodukte bei 
anaöroben (auch aöroben) Zuchten ist mitunter für Beobachtungen von 
Wachstumserscheinungen und Umsetzungsvorgängen von großem Werte. Für 
diese Untersuchungen ist der soeben beschriebene Züchtungsapparat sehr 
verwendbar. 

Bei der Ausübung dieses Verfahrens wird bis zum Wassereinlauf 
eleich wie früher verfahren. Vor diesem wird aber an den Kautschukschlauch, 
der den Apparat mit dem Wasserstoffgenerator verbindet, in unmittelbarer 
Nähe des Apparatansatzrohres ein Schraubenquetschhahn eingelegt und zu- 
gedreht. Erst jetzt entfernt man die Kautschukverbindungen und läßt in 
der angegebenen Weise Wasser einströmen. Nach Schluß der Hähne wird 
jetzt der lange Rohransatz nach Abnahme des aufgeschliffenen Gefäßes 
mit dem Gaserzeuger verbunden. Dann wird der kurze Rohransatz mit 
dem kurzen Rohr einer Waschflasche ohne Füllung verbunden. Das bis 
zum Boden reichende Rohr der letzteren wird mit dem langen Rohr einer 
zweiten Waschflasche zusammengefügt, die mit Wasser gefüllt ist. Diese nach- 
eschalteten Waschflaschen haben den Zweck, bei Druckschwankungen ein 
tiickströmen von Luft zu verhindern. Nunmehr werden sämtliche Hähne 
geöffnet und ein langsamer Wasserstofistrom hindurchgeschickt. Man stellt 
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den Hahn des Kippschen Apparates so, daß ungefähr im Sekundentempo 
die Gasblasen die Waschflaschenflüssigkeit durchsetzen. Bei diesen Ver- 
suchen sind die längeren Verbindungen durch Glasröhren herzustellen, die 
knapp aneinander schließen und durch ein Stück Druckschlauch verbunden 
sind, das über beide Rohrenden wenigstens 3 cm hinwegzieht. Geschieht 
die Zucht in kleineren Thermostaten, so stellt man nur den Zuchtapparat 
hinein und läßt die Waschflüssigkeiten draußen. Wenn der Wasserstoff- 
abfluß im Innern erfolgt, ist der Thermostat sehr gut zu ventilieren, da- 
mit nicht durch angesammelte Knallgasmengen unliebsame Explosionen 
entstehen. 


V. Bestandteile von Pilzen und Bakterien. 


A. Mikrochemische Methoden zum Nachweis der Bestandteile von 
Bakterien und Pilzen. 


Die hier genannten chemischen Reaktionen werden unmittelbar unter 
dem Mikroskope ausgeführt. Man bringt bei Bakterien eine Aufschwemmung 
derselben auf einen gereinigten Objektträger und läßt sie lufttrocken 
werden. Dann bedeckt man das trockene Ausstrichpräparat mit einem 


Fig. 381. 


Tröpfchen Wasser und legt an der einen Längsseite des Öbjektträgers 
einen feinen Glasfaden auf und dann ein Deckgläschen, unter dem sich 
der Wassertropfen gleichmäßig verteilt. Hierauf umrandet man die den 
Längsseiten des Objektträgers parallelen Deckgläschenseiten mit geschmol- 
zenem Paraffin, was am leichtesten mit einem rechtwinkelig abgebogenen 
Stück Draht geschieht, der in einen Korkstöpsel eingestochen ist. Fig. 381 
zeigt uns das für mikrochemische Reaktion fertige Präparat samt dem 
für die Paraffinumrandung nötigen Drahthaken. Das Reagens bringt man 
nun mit einem Glasstabe an den einen offenen Rand des Deckgläschens, 
während man an den anderen Rand desselben ein Streifchen Filtrierpapier 
soweit heranschiebt, bis es die unter dem Deckglas befindliche Flüssigkeit 
berührt. Durch die Saugwirkung wird nun das Reagens eingesaugt. Man 
kann so eine Reihe von Reagenzien auf ein und dieselbe Zelle einwirken 
lassen, wenn man jede Verschiebung des Objektträgers vermeidet. Deshalb 
ist es notwendig, den Objektträger auf den Tisch des Mikroskopes mit 
den Klammern festzuklemmen. Beim Arbeiten mit Immersionssystemen 
Abderhalden, Handbuch der biochemischen Arbeitsmethoden. III. 79 
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empfiehlt es sich, einen schmalen Schutzwall von Paraffin auf die beiden 
offenen Deckglasseiten zu legen, um ein Überfließen von Reagenzien auf 
die obere Deckglasseite sicher hintanzuhalten. Dieser Wall ist in Fig. 381 
(linkes Bild) durch Punkte angedeutet. Untersucht man Hyphen von 
höheren Pilzen, so legt man diese einfach in Wasser unter das mit 
einem Glasfaden einseitig erhöhte Deckglas und verfährt weiter wie 
oben mitgeteilt. Die Fruchtkörper höherer Pilze können auch mit dem 
‘ Mikrotom in Teile zerlegt und diese dann mikrochemisch untersucht 
werden. Es sei besonders auf die Methoden der Mikrochemie hingewiesen, 
da sie in der mykologischen Technik berufen sind, eine besonders 
wichtige Stelle einzunehmen. Auch für die Untersuchung der Stoffwechsel- 
produkte in den Kolonien sind sie sehr brauchbar. Behrens‘) hat eine 
sehr wertvolle Anleitung zur mikrochemischen Analyse gegeben, auf die 
hier besonders aufmerksam gemacht sei. Ebenso sei hingewiesen auf die 
Mikrotechnik von Zimmermanxn.?) Auf die üblichen -makrochemischen 
Untersuchungsmethoden wird hier nicht weiter eingegangen, da die- 
selben ohneweiters zur Analvse der Pilze und Bakterien angewendet werden 
können und an den verschiedenen Stellen dieses Handbuches genau abge- 
handelt sind (Nachweis und Bestimmung von Stickstoff, Eiweißkörpern und 


deren Abkömmlingen, Kohlenhydrate ete.). 


a) Zellwandbestandteile. 


Zellulosenachweis. Das Material (Pilzhyphen sowohl als Bakterien) 
muß ohne großen. Wassergehalt zur Bestimmung verwendet werden. 
Bakterien schwemmt man in Wasser auf und läßt einen Tropfen der 
Emulsion auf einem Objektträger lufttrocken werden. Pilzhyphen, die in 
Wasser aufgeschwemmt sind, werden durch Absaugen mit Filtrierpapier 
von der überschüssigen Flüssigkeitsmenge befreit. Dann setzt man eine 
Chlorzinkjodlösung zu, die man durch Auflösen von 30 g Zinkchlorid, 
5 g Jodkalium und 1 g Jod in 14 cm? Wasser erhält. Zellulose wird 
violett gefärbt. 

Mit Jod und Schwefelsäure färben sich Zellulosemembranen 
blau. Man verwendet eine Jod-Jodkaliumlösung, enthaltend 04 9 Jod, 
14 g Jodkalium in 100 Wasser, womit man die möglichst abgetrockneten 
Bakterien oder Pilzteile behandelt. Hierauf setzt man Schwefelsäure zu, 
verdünnt mit Wasser im Verhältnis von 2 Schwefelsäure auf 1 Wasser. 

Kupferoxydammoniak (Schweizersches Reagens) löst Zellulose 
innerhalb kurzer Zeit unter anfänglichen Quellungserscheinungen. Das 
Reagens bereitet man durch Auflösen von reinem Kupfer (Späne oder 
Netze) in stärkstem Ammoniak unter Luftzutritt. Die tiefblaue Flüs- 
sigkeit, die vom ungelöst bleibenden Kupfer einfach abgegossen wird, 


') H. Behrens, Anleitung zur mikrochemischen Analyse. 4. Heft (1895 — 1897). 
2) A. Zimmermann. Die botanische Mikrotechnik. Laupp, Tübingen 1892. Hier 


zahlreiche mikrochemische Literatur. 
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muß entfettete Baumwolle rasch und vollständig lösen. Das Reagens hält 
sich nicht lange und ist vor dem Gebrauch jedesmal auf seine Lösungs- 
kraft mit entfetteter Baumwolle zu prüfen. 

Konzentrierte Schwefelsäure löst Zellulose glatt. Im Beginn 
der Lösung tritt eine starke Aufquellung ein. 

Man kann beim Nachweis der Zellulose so verfahren, daß man zu- 
erst die Farbreaktionen mit den Jodlösungen macht, dann eine zweite 
Probe mit Kupferoxydammoniak behandelt, mit Ammoniak und Wasser 
solange wäscht, bis die Reaktion des Waschwassers neutral ist, und nun- 
mehr mit Chlorzinkjod oder Jod und Schwefelsäure behandelt. Es darf 
im letzteren Falle keine violette bzw. blaue Färbung der Membran 
auftreten, sofern Zellulose vorgelegen hat. 

Pektin-Nachweis. Derselbe wird nach Entfernung der Zellulose 
mit Kupferoxydammoniak vorgenommen. Das Kupferoxydammoniak wird 
zuerst durch Ammoniak weggespült, dann wird mit Wasser nachgewaschen 
und das Präparat endlich mit 1°/,iger Essigsäure behandelt, die ebenfalls 
vor der weiteren Färbung durch destilliertes Wasser verdrängt wird. 

Safranin färbt in neutraler oder schwachsaurer Lösung Pektine 
orange. Man verwendet eine O'5°/,ige Auflösung des wasserlöslichen 
Safranins in 0'5°/,iger Essigsäurelösung. Die Färbung verschwindet rasch 
durch Alkoholbehandlung oder in Glyzerin oder Essigsäure. Verholzte 
oder verkorkte Membranen bleiben dagegen bei der angegebenen Nach- 
behandlung längere Zeit gut gefärbt und zeigen überhaupt eine rote Farbe. 

Ammoniakalisches Rutheniumsesquichlorid (Rutheniumrot) 
bewirkt schon in sehr verdünnten wässerigen Lösungen angewendet eine 
intensive Rotfärbung der Pektinstoffe und der von diesen ab- 
stammenden Schleime. Man verwendet eine 0'01—0'02°/,ige Auflösung in 
destilliertem Wasser. 

Chitin-Nachweis. Chitinstoffe zeigen eine große Resistenz gegen- 
über von Kupferoxydammoniak, gegen Alkalien und Säuren. 

Beim Chitinnachweis führt man das Chitin zuerst in Mykosin oder 
Chitosan über, mit dem dann die Reaktionen ausgeführt werden. Pilz- 
hyphen erhitzt man im geschlossenen Rohre mit konzentrierter Kalilauge 
auf 160—180° C, kühlt dann langsam ab und untersucht in 90°/,igem 
Alkohol. Bei Zusatz von Jod-Jodkaliumlösung und stark verdünnter 
Schwefelsäure tritt eine rotviolette Färbung der chitinartigen Stoffe ein. 
Auf Zusatz von Chlorcaleiumjodlösung (Wasser 4cm®, Jod 005g, 
Jodkalium 05 g, Chlorcalcium 16 g) zeigen die chitinösen Substanzen 
ebenfalls eine rotviolette Färbung. 

Kallose ist in 1°/,iger Natron- oder Kalilauge leicht löslich, dagegen 
nicht in Wasser, Alkohol und Kupferoxydammoniaklösung. Sie zeigt ein 
spezifisches Verhalten zu einzelnen Farbstoffen, besonders Korallin oder 
Rosolsäure. Man überfärbt in einer 1°/,igen Auflösung von Korallin in 
30°/,iger Sodalösung und entfärbt maximal in 4°/,iger Natriumkarbonat- 
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lösung. Untersucht wird in Glyzerin. Es entfärben sich alle Zellteile mit 
Ausnahme der Kallose, die stark rot tingiert bleibt. 


b) Zellinhaltsstoffe. 


Trotz vielfacher Versuche existieren noch keine absolut sicheren 
Methoden für den Nachweis der verschiedenen Eiweißkörper in den Zellen, 
wenn auch durch die Anwendung gewisser Reaktionen einige von diesen 
mit einer gewissen Sicherheit festgestellt werden können. Die einwand- 
freie Untersuchung kann nur makrochemisch durchgeführt werden, wobei 
die in der Eiweißchemie üblichen Methoden Anwendung finden. Dieselben 
sind an anderen Stellen dieses Handbuches eingehend behandelt. 
| Die Eiweißverbindungen färben sich bei der Behandlung der 

frischen oder auch in Alkohol durch kurze Zeit gehärteten Zellen mit 
verdünnten Jod-Jodkaliumlösungen gelb und mit Millonschem 
Reagens rosenrot bis ziegelrot. Mitunter befördert die Färbung mit 
Millonschem Reagens eine geringe Erwärmung des Präparates. Das 
Millonsche Reagens!) stellt man sich her durch Auflösen von 1 Gewichts- 
tell Quecksilber in 2 Gewichtsteillen Salpetersäure (spez. Gew. 1'42) 
und nachherigem Verdünnen mit dem doppelten Quantum Wasser. Es 
ist nicht sehr lange haltbar. Die Eiweißverbindungen werden mit Pepsin- 
Trypsin-Gemischen bei Bruttemperatur rasch verdaut bzw. in lösliche 
Verbindungen übergeführt, etwas langsamer nach Fällung mit Alkohol. 
Man kann sich zur künstlichen Verdauung mit bestem Erfolge des 
Pepsin- und Pankreatinglyzerins von Grübler bedienen. Man mischt 
1 Teil Pepsinglyzerin, 1 Teil Trypsinglyzerin mit 20 Teilen 0'3°/,iger Salz- 
säurelösung. 

Nukleine werden in 10°/,iger Natriumchloridlösung und in kon- 
zentrierter wässeriger Natriumkarbonatlösung rasch gelöst. Nicht gelöst 
werden sie bei der Verdauung im künstlichen Magensaft bzw. in einer 
Mischung von 1 Teil Pepsinglyzerin Grübler, 3 Teilen Wasser und 
1 Teil 0'2°/,iger Salzsäure bei 40° C. Zum färberischen Nachweis von 
Chromatin und Kernbestandteilen in der Pilz- und Bakterienzelle kann, 
abgesehen von der Sichtbarmachung der Teilung dieser Zellbestandteile 
bei der Zellteilung, was bei Bakterien nur schwierig gelingt, die Zelle vor 
der Färbung.mit essigsaurer Methylgrünlösung einer 3—6stündigen künst- 
lichen Verdauung in Glyzerinpepsin unterworfen werden. Man fertigt 
Ausstrichpräparate auf gereinigten Deckgläschen an und härtet die Präparate 
nach dem Trocknen in 90°/,igem Alkohol. Hierauf legt man sie in das 
soeben genannte Gemisch von Pepsinglyzerin-Salzsäure. Stündlich entnimmt 
man ein beschicktes Deckgläschen, spült vorsichtig aber gründlich in 
Wasser und färbt mit einer 1°/,igen Methylgrünlösung in 0'5°/,iger Essig- 
säure. So erhält man die chromatische Substanz allein gefärbt. Kontroll- 


1) Plugge, Salpetrige Säure haltiges Quecksilbernitrat als Reagens auf aromatische 
Körper mit einer Gruppe OH am Benzolkern. Arch.f. Pharm. Bd. 228. S.9 (1890). 
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färbungen mit Methylenblau müssen vorgenommen werden, um das Ver- 
schwinden der gefällten Eiweißsubstanzen bei der Verdauung festzustellen. 
In einer weiteren Serie von Präparaten ist noch der Einfluß von 10°/, 
Natriumchloridlösung und konzentrierter Sodalösung auf die mit Methyl- 
grün färbbaren Zellanteile zu untersuchen, die damit größtenteils heraus- 
gelöst werden müssen, sofern es sich um Nukleinverbindungen handelt. 

Von stiekstoffhaltigen Zelleinschlüssen sei hervorgehoben das Volutin 
von A. Meyer‘), zu dessen Nachweis folgende Reaktionen angestellt werden 

Das einfach angetrocknete Ausstrichpräparat von Bakterien 
wird mit einer frisch bereiteten Methylenblaulösung (1 Teil gesättigte 
alkoholische Methylenblaulösung und 10 Teile Wasser) durch 2 Minuten 
bei Zimmertemperatur gefärbt. Dann wird in Wasser gespült und unter 
einseitiger Zwischenschaltung eines feinen Glasfadens ein Deckgläschen 
aufgelegt (vgl. S. 1247). Pilzhyphen werden in Wasser unter einem einseitig 
unterstützten Deckglas eingelegt und nach Fixierung des Deckglases 
Methylenblaulösung mit Filtrierpapier durchgesaugt (siehe S. 1247) und mit 
Wasser in derselben Weise gründlich gewaschen. Das Volutin erscheint 
als tief dunkelblaue, etwas gequollene, runde Masse von kleineren und 
größeren Körnchen. Beim Durchsaugen einer 5°/,igen Natriumkarbonat- 
lösung tritt an Stelle der blauen Volutanskugeln eine helle Stelle im noch 
immer blaugefärbten Zytoplasma. Diese Stelle besitzt ein geringes Licht- 
brechungsvermögen. Nach Waschen mit Wasser und neuerlicher Färbung 
mit der oben angegebenen Methylenblaulösung und Nachwaschung mit 
Wasser, das eine Spur Schwefelsäure enthält, erscheint das Volutin abermals 
dunkler gefärbt als das Protoplasma. 

Ein ebenso bereitetes Trockenpräparat wird mit der angegebenen 
Methylenblaulösung durch 5 Minuten gefärbt. Nach Zusatz von 1°/,iger 
Schwefelsäure zu dem gewaschenen Präparat treten die Volutans- 
kugeln stark blau gefärbt hervor. 

Ein weiteres Präparat wird wieder mit Methylenblau 5 Minuten 
gefärbt, gewaschen und bedeckt. Beim Zufließen von Jod-Jodkalium- 
lösung (2g Jod, 19 Jodkalium, 200 em? Wasser) bekommen die Volutans- 
massen eine fast schwarze Farbe. Auf weiteren Zusatz von 5P/,iger 
Natriumkarbonatlösung färbt sich das Zytoplasma wieder blau, während 
die Volutanskugeln verblassen. Nach dem Waschen mit Wasser und 
Färbung mit Methylenblau und Nachwaschen mit angesäuertem (H, SO,) 
Wasser treten sie wieder blau gefärbt hervor. 

Kocht man das Präparat durch 5 Minuten in siedendem Wasser 
aus, färbt mit Methylenblau oder Karbolfuchsin und setzt dann 1°/,ige 
Schwefelsäure zu, so sind keine gefärbten Volutanskugeln mehr zu bemerken. 

Durch Einlegen der Zellen in 5°%/,ige Schwefelsäure durch 
10 Minuten wird das Volutin ebenfalls gelöst und läßt sich nicht mehr 


!) A. Meyer, Orientierende Untersuchungen über Verbreitung, Morphologie und 
Chemie des Volutins. Botanische Zeitung. I. Abt. Jg. 62. S. 113 (1904). 
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nachweisen. Bei Nachfärbungen beobachtet man an seiner Stelle eine un- 
sefärbte, schwachlichtbrechende Vakuole im Zytoplasma. 

Durch Chloralhydratlösung (5 Chloralhydrat auf 2 Wasser) wird 
das Volutin in 5 Minuten nicht gelöst. 

Fettlösungsmittel (Chloroform, Benzol, Äther, Alkohol, Tetrachlor- 
kohlenstoff ete.) lösen und verändern das Volutin nicht. 

Glykogene finden sich sowohl bei Bakterien als auch bei Pilzen 
und werden durch folgende Reaktionen in der Zelle nachgewiesen. 

In verdünnter Jod-Jodkaliumlösung nehmen Glykogeneinschlüsse 
eine reine braune Farbe an. Fuchsinlösungen, Methylenblaulösungen und 
die Färbung nach Gram tingieren Glykogen nicht. Im Präparat erscheint 
an Stelle desselben ein heller Fleck.- Durch Kochen der Präparate mit 
5°/,iger Schwefelsäure wird das Glykogen m 3 Minuten herausgelöst. 
Diastase (Malzauszug) verzuckert dasselbe in 24 Stunden bei 30° C voll- 
ständig. 

Der Reservestoff Granulose (logen A. Meyers) färbt sich in ver- 
dünnter Jod-Jodkaliumlösung blau, zeigt aber im übrigen das gleiche 
Verhalten wie das Glykogen. 

Fett findet sich ebenfalls häufig in Pilzen und Bakterien. Färberisch 
weist man es mit Sudan- oder Gelblösung nach. Man verwendet ent- 
weder eine konzentrierte Sudanlösung in Alkohol oder eine konzentrierte 
Lösung von Dimethylamidoazobenzol in Alkohol. Erstere färbt Fett rot, 
letztere gelb. Um bessere Farbenwirkung zur Unterscheidung und Erkennung 
der Farbe zu haben, färbt man zuerst mit einer wässerigen Lösung von 
Methylenblau. Nach A. Meyer!) wird die Methylenblau-Sudanmethode 
folgendermaßen ausgeführt: Eine Öse des Bakterienmateriales (oder zer- 
zupfte frische Pilzhyphen) werden mit einem Tropfen Formol auf einem 
Objektträger gemischt und fünf Minuten stehen gelassen. Dann setzt man 
einen Tropfen Methylenblaulösung (1 cm? konzentrierte alkoholische 
Methylenblaulösung + 40 cm® Wasser) zu und läßt weitere 10 Minuten stehen. 
Hierauf fügt man 1 Öse voll Sudanlösung zu, frisch bereitet durch Ver- 
mischen von gleichen Teilen konzentrierter alkoholischer Sudanlösung mit 
Wasser. Das Zytoplasma ist hellblau gefärbt, Vakuolen sind farblos, das 
Fett rosenrot bis leuchtend rot. 

Die quantitative Fettbestimmung geschieht durch übliches Extrahieren 
mit fettlösenden Agentien, Methoden, die an anderer Stelle angegeben sind. 


B. Herstellung der Preßsäfte. 


Wohl den besten Einblick in die chemische Organisation der Pilz- 
und Bakterienzellen bieten die aus ihnen hergestellten Preßsäfte nach dem 
Verfahren von E. Buchner und Hahn.2) Danach wird von Hefen der Preß- 
saft folgendermaßen hergestellt: 


!) 4. Meyer, Praktikum der botanischen Bakterienkunde. S. 87. Fischer, Jena 1903. 
?) E. Buchner, H. Buchner und Hahn, Die Zymasegärung. München und Berlin 1903. 
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Die aus der Brauerei stammende Hefe (2 ky) kommt in ein Haar- 
sieb und wird durch aufgegossenes Wasser in hohe Gefäße mit 25 Inhalt 
gespült. Nach Absitzen der Hefe wird die darüber stehende Flüssigkeit ab- 
gezogen und durch frisches Wasser unter Umrühren ersetzt. Dieser Wasch- 
vorgang wird zwei- bis dreimal wiederholt, bis das letzte Waschwasser klar 
bleibt. Nun koliert man die Hefe durch ein Nesseltuch auf einem Filtrier- 
rahmen. 

Die gewaschene Hefe wird in ein beutelartig gefaltetes Koliertuch 
und samt diesem in ein Preßtuch gegeben. Das letztere ist ein nicht appre- 
tiertes, vor dem Gebrauche mit kaltem Wasser gründlich durchtränktes 
Segeltuch, das in einer hydraulischen Presse bei einem Druck von 50 Atm. 
vom überschüssigen Wasser befreit wird. Bei diesem Verfahren verbleiben 
in dem für 1 kg Hefe benötigten Preßtuch von 60:75 cm Größe 35—40 g 
Wasser zurück. Die gewaschene Hefe wird nun einem Druck von 50 Atm. 
durch 5 Minuten ausgesetzt. Danach enthält der Hefekuchen einen Wasser- 
gehalt von ungefähr 70°/,. 

Diese entwässerte Hefe kommt hierauf in eine große Schale und wird 
mit einer Mischung von Quarzsand und Kieselgur gut gemischt und 
durch ein grobes Sieb (9 Maschen auf den Quadratzentimeter) getrieben. 
Der Quarzsand wird vor dem Gebrauch durch ein Sieb gesiebt, das 
200 Maschen auf den Quadratzentimeter besitzt. Das Verhältnis zwischen 
Sand, Kieselgur oder Infusorienerde und Hefe ist: 

1000 g entwässerte Hefe, 
1000 g Quarzsand, 
200—300 g Kieselgur. 

Zerrieben wird dieses staubtrockene, fast weiße Pulver in Portionen 
von 300—400 g in einer Porzellanreibschale von 40 em Durchmesser, die 
durch eine Holzfassung an einem Tische befestigt ist. Der Pistill aus Por- 
zellan befindet sich an einer 1°/, m langen Eisenstange von 8 kg Gewicht, 
die in einer Öse geführt wird, welche an einem federnden Eisenband an 
der Wand befestigt ist. Wo sich Öse und Stange berühren, sind beide mit 
Leder überzogen. Es wird solange gerieben, bis die nun teigartig und grau- 
braun gewordene Masse sich zusammenballt und von der Reibschalenwand 
ablöst, was für die angegebene Menge nach 21/,—3 Minuten langem Zer- 
reiben geschieht. 

Zum Pressen wird die Masse entsprechend 1 kg Hefe in das Preßtuch 
eingeschlagen, dessen Zubereitung oben mitgeteilt ist. Zum Pressen bedient 
man sich einer hydraulischen Handpresse, wie sie z. B. auch für Buchner 
von der Maschinenfabrik Brinck und Hübner in Mannheim geliefert 
wurde. Sie muß einen Druck von 90 kg auf 1cm? gestatten. Die in das 
Preßtuch eingeschlagene Masse kommt auf die Preßplatte und wird mit 
einem vielfach durchlochten Preßkorb aus verzinntem Stahlblech umgeben. 
Nun zieht man das Handrad der Presse an und hierauf die Kurbel der 
horizontalen Spindel, wodurch die hydraulische Presse in Tätigkeit versetzt 
wird. Der Druck wird soweit gesteigert, bis ein solcher von 90 kg auf den 
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Quadratzentimeter kommt. Dies entspricht einem Druck von 300 Atm., 
wenn die Fläche der Preßplatte 200 cm? und jene des Preßkolbens 60 cm? 
beträgt. 

Der gewonnene Preßsaft tropft auf ein Faltenfilter und gelangt von 
dort in ein mit Eis gekühltes Gefäß. Die Ausbeute beträgt für 1 kg 320 
bis 460 cm? bei der ersten Pressung. Nun wird der Preßkuchen neuerlich 
zerrieben und nochmals wie angegeben gepreßbt. 

Für die Pressung von Bakterien empfiehlt sich die Anschaffung 
eines kleinen Preßeinsatzes für geringere Mengen, da es schwer hält, auch 
mit Massenkulturen genügende Mengen Bakterienmaterial zu erhalten. Die 
Waschung geschieht am besten durch Filtration, indem man in einem 
größeren Gefäß die Bakterien in Wasser aufschwemmt und dann die Flüssig- 
keit durch ein Pukalfilter absaugt. Der Bakterienbrei wird dann sofort auf 
ein sehr dickes Filtrierpapier gebracht und dort durch die Saugwirkung 
desselben entwässert und nun mit Quarzsand und Kieselgur gemengt und 
zerrieben. 


C. Nachweis und Gewinnung einiger Enzyme von Pilzen 
und Bakterien. 


1. Proteolytische Enzyme. Diese finden sich bei Pilzen und Bak- 
terien sehr häufig. Man erkennt sie an der Fähigkeit. Gelatine oder koa- 
guliertes Eiweiß in Lösung zu bringen. Man läßt die betreffenden Unter- 
suchungsobjekte entweder unmittelbar auf eine 10°/,ige Leimgallerte ein- 
wirken oder von ihnen hergestellte Preßsäfte oder Auszüge. Bezüglich der 
Herstellung der Preßsäfte sei auf den vorhergehenden Abschnitt verwiesen. 
Die Auszüge werden gewöhnlich in Glyzerin oder Wasser hergestellt unter 
Zugabe eines Desinfektionsmittels. Als solches eignet sich vorzüglich Thymol 
und Toluol. Zum Nachweis sehr geringer Enzymmengen aus Bakterien- 
kulturen versetzt man die zu prüfende Kultur zur Abtötung der Zellen mit 
1°/, Karbolsäure und verfährt nach dem von Schouten!) angegebenen Ver- 
fahren. Hierzu benutzt man 7!/,°/,ige Gelatinelösungen in Thymolwasser. 

Unmittelbar vor dem Einfüllen der Thymolgelatine wird dieselbe mit 
feinst pulverisiertem Zinnober versetzt und dieser in der bei niederer 
Temperatur verflüssigten Gelatine sehr gleichmäßig verteilt. Dann kommt 
von der Gelatine-Zinnoberemulsion in Proberöhrchen eine Portion von je 
5cm® und der Inhalt der beschickten Röhrchen wird in einem Wasserbad 
von 40°C flüssig erhalten. Sobald die gewünschte Menge von Eprouvetten 
gefüllt ist, werden die einzelnen Proben nach kurzem kräftigen Durch- 
mischen je 10 Sekunden unter dem Wasserstrahl der Leitung in schräger 
Stellung abgekühlt und dann senkrecht gestellt erstarren gelassen. Durch 
die kurze Abkühlung in der Schrägstellung erstarrt die an der Eprouvetten- 
wand befindliche Gelatine in dünner Schicht und bei der darauf folgenden 


1) Schouten, Eine modifizierte Methode und ein neuer Apparat für Enzymunter- 
suchung. Zentralbl. f. Bakt. II. Abt. Bd. 18. S.94 (1907). 
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senkrechten Aufstellung fließt die nicht erstarrte überschüssige Gelatine 
ab und erstarrt dann im unteren Teil der Eprouvette. Wenn nun die En- 
zymlösung aufgegossen wird, bietet sich ihr eine sehr große und dünne 
Gelatinefläche dar, die durch den suspendierten Zinnober deutlich sichtbar 
ist. Selbst eine sehr geringe Lösung derselben zeigt sich dann an dem 
Durehsichtigerwerden der Gelatineschicht und dadurch, daß sich ein Über- 
schuß von freigewordenem Zinnober an der untersten Stelle der Berührungs- 
fläche zwischen Lösung und Gallerte ansammelt. In Fig. 382 sind solche 
nach Schouten hergestellte Gelatineröhrchen wiedergegeben. In der linken 
Proberöhre zieht sich die Zinnober-Gelatineschicht in dünner Lage hoch 
hinauf. Die auf proteolytische Enzyme zu untersuchende Lösung ist darüber 
geschichtet. Um Verdunstung hintanzuhalten, dichtet man den Wattever- 
schluß der Röhrchen noch durch Aufgießen von Paraffin. Fig. 382 zeigt 
uns links das mit der auf proteolytisches Enzym zu 
untersuchenden Flüssigkeit überschichtete Thymolgela- 
tineröhrchen, vergossen mit Paraffin. Die rechte Ab- 
bildung läßt erkennen, daß die an der Wand befind- 
liche, dünne Zinnobergelatineschicht bereits herab- 
geflossen ist. 

Für viele Zwecke eignet sich zum Nachweis von 
Proteasen auch die Methode der Gelatineplatten. 
Man gießt die Karbol- oder Thymolgelatine in Petri- 
schalen in einer Dicke von 1—3 mm aus und läßt 
erstarren. Dann saugt man enzymhaltige Substrate, 
die durch eine Desinfektion mit 1—3°/,iger Karbol- 
säurelösung von allen lebenden Bakterien befreit sind, 
in poröse Stoffe, wie kleinste Bausteinstückchen oder 
Filtrierpapierstückchen auf und legt diese auf die 
Gelatinefläche. Dem Gehalt an Proteasen entsprechend 
wird um dieselben und unter denselben eine mehr oder 2% 
minder große Menge der Gelatine verflüssigt. Grobe ya 
quantitative Unterschiede können damit schon fest- 
gestellt werden, für feinere Untersuchungen eignet sich diese Methode jedoch 
nicht. Durch Aufbewahren der beschickten Gelatineplatten in einer feuchten 
Kammer verhütet man auch hier die Verdunstung und Eintrocknung. 

Zum Nachweis eines Elastin lösenden Enzymes bedient man sich 
des Verfahrens nach Eijkman.!) Das Elastin wird aus feingeschnittener 
Kalbslunge durch tagelanges Behandeln mit verdünnter Kalilauge und Essig- 
säure bei 37°C gewonnen. Nach dem Auswaschen des restierenden Elastins 
mit Wasser wird getrocknet und fein pulverisiert. Vor dem Gebrauch 
wird das Pulver in Wasser aufgeschwemmt, einer fraktionierten Sterilisation 
bei 90° unterzogen und nach dem Absitzen der gröberen Teilchen die 


') C. Eijkman, Über Enzyme bei Bakterien und Schimmelpilzen. Zentralbl. f. 
Bakt. I. Abt. Orig. Bd. 35 (1904). 
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darüberstehende, gleichmäßig trübe Flüssigkeit mit verflüssigtem Nähragar 
vermischt zu Platten verarbeitet. Auch fein zerriebenes Ligamentum 
nuchae und das Elastin der Arterienwand findet mit dem gleichen 
Ergebnis Verwendung, nur ist auf eine möglichst niedrige (80°) Sterili- 
sierungstemperatur zu achten, um Zusammenballungen zu vermeiden. Wenn 
nun auf „Elastin-Agar“ Mikroben in Reinkultur verimpft werden, die 
die Fähigkeit besitzen, ein elastinlösendes Enzym zu bilden, das in den 
Nährboden diffundiert, so findet um die betreffenden Kolonien herum eine 
Aufhellung des trüben Nährsubstrates statt. Diese 
ist auf eine Lösung des suspendierten Elastins zu- 
rückzuführen, wie die mikroskopische Kontrolle 
ergibt. 

Für die quantitative Bestimmung der 
Proteasenwirkung dient gewöhnlich die Menge der 
in einer bestimmten Zeit gelösten Gelatine oder 
die Menge des in Lösung gegangenen Eiweißes. 
Für die erstere Methode eignen sich Röhrchen, wie 
sie von Fuhrmann!) beschrieben wurden und in 
Fig. 383 abgebildet sind. 
a In einer Proberöhre von 8S—10 mm innerem 
Durchmesser ist durch einen gut passenden Kork- 
stopfen ein Glasstab (@l) verschiebbar eingesenkt, 
an dessen unterem Ende ein kleines Eprouvettchen 
(G) von 3—4 mm innerer Lichte angeschmolzen 
ist. Dasselbe kann eine Millimeterteilung tragen. 
/weckmäßiger wird an der großen Eprouvette ein 
Papiermaßstab aufgeklebt. In diese große Eprou- 
vette kommt nun die zu untersuchende Enzym- 
lösung # in einer Menge von 1—2 cm. Das kleine 
wöhrchen wird mit Thymolwassergelatine vollständig 
Ss gefüllt. Nach dem Erstaren derselben senkt man es 

mit dem Glasstabe solange, bis sein unteres offenes 

Ende ungefähr 1 mm in die Flüssigkeit eintaucht. 

Man hat nur nötig, nach bestimmten Zeiten die 

Fig. 383. Verflüssigung durch Ablesen der Grenzlinie festzu- 

stellen, was in der Durchsicht gegen die Skala sehr 

scharf geschehen kann. Verwendet man, wie es Fig. 383 rechts zeigt, eine 
etwas weitere große Eprouvette mit einem zweifach gebohrten Kork, kann 
man zwei gleich kalibrierte Gelatineröhrchen einsenken und dann aus beiden 
Verflüssigungszahlen genauere Mittelzahlen rechnen. So wird jede Versuchs- 
reihe auf bequeme Weise und vollständig exakt und unter identischen Be- 
dingungen doppelt ausgeführt, ein gewiß nicht zu unterschätzender Vorteil. 


Ill rl 


') F. Fuhrmann, Vorlesungen über Bakterienenzyme. S.24. Fischer, Jena 1907. 
— Dort noch eine Reihe anderer Methoden. 
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Bei der zweiten Methode zur quantitativen Bestimmung der Wirkung 
proteolytischer Enzyme verwendet man Fibrin, erstarrtes Blutserum, 
koaguliertes Hühnereiweiß u.dgl. als Reagens. Man hat in diesem 
Falle nur nötig, nach den üblichen Stickstoffbestimmungsmethoden die 
Menge des Stickstoffs der gelösten Stickstoffverbindungen vor und nach 
dem Versuche zu bestimmen. Aus der Zunahme derselben während der 
Enzymwirkung kann auf die Größe der letzteren geschlossen werden. 

Für die Gewinnung von Enzymen aus Hyphomyzeten und für die 
Untersuchung derselben ohne Zusatz von desinfizierenden Agenzien hat 


Fig. 384. 


Schouten‘) einen Apparat konstruiert, dessen Einrichtung aus Fig. 384 
hervorgeht, die uns denselben im Durchschnitt zeigt. Das Kulturglas für 
die Pilze hat zwei seitliche Rohransätze, ist oben mit einem Wattebausch 
verschlossen, durch den der in der Zeichnung schwarz gehaltene Glasstab 
hindurchgeht. Er besitzt am Ende eine kugelige Erweiterung. An den linken 
Rohransatz schließt sich eine Röhre, die unten in zwei engere Glasrohre 
mündet (R und R‘). Die Röhre ist ebenfalls oben mit einem Watteverschluß 
versehen und besitzt im Innern ein Wattefilter, durch das ein ebenfalls 


') S. L. Schouten, Eine modifizierte Methode und ein neuer Apparat für Enzym- 
untersuchung. Zentralbl. f. Bakt. II. Abt. Bd. 18. 5.95 (1907). 
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mit Watte abgeschlossenes Röhrchen Z hindurchgeht. An den rechten Rohr- 
ansatz des Kulturgefäßes schließt sich ein T-Stück, an das eine kleine 
Flasche mit Wasser (W) angehängt ist, und ein zweites Rohr von der- 
selben Beschaffenheit, wie auf der linken Seite. An die Rohransätze R und 
R‘ passen kleine Eprouvetten, die mit dem Reagens auf Enzym gefüllt 
sind. In unserem Falle jederseits ein Röhrchen mit schräg erstarrter Zin- 
nobergelatine (2) und gerader erstarrter Gelatine (g), denen aber kein 
Desinfektionsmittel zugesetzt ist, sondern die durch Dämpfen keimfrei ge- 
macht worden waren. Beim Gebrauch verfährt man folgendermaßen: Nach- 
dem mittelst dickerer Kautschukschläuche die einzelnen Apparatteile zu- 
sammengefügt worden sind, füllt man in das Kulturrohr die Nährlösung (N) 
und ungefähr 19 feinsten Quarzsand (9). Dann verschließt man mit dem 
Wattebausch. Nun füllt man in die Waschflasche Leitungswasser (W) und 
schließt sie ebenfalls an. Hierauf fügt man die Proberöhrchen mit den Ge- 
latinen an, von denen je eine mit Zinnober versetzt ist. Nach der letzten 
Erwärmung bei der üblichen diskontinuierlichen Sterilisation läßt man die 
Zinnobergelatine in der auf 8.1254 angegebenen Weise erstarren und be- 
nutzt die Nährlösung mit dem zu untersuchenden Fadenpilz. 

Nachdem sich der Pilz genügend entwickelt hat, was wegen der an- 
gehängten Röhrchen mit Gelatine nicht bei Temperaturen über 20°C ge- 
schehen darf, benetzt man mit Wasser aus W das Wattefilter des rechten 
Ansatzes, neigt sehr vorsichtig das Kulturröhrchen seitlich so weit, daß die 
Nährflüssigkeit durch das T-Stück hindurch, ohne in die Waschflasche zu ge- 
langen, in den rechten Ansatz kommt, das Wattefilter passiert und durch 
die Rohre R und R‘ in die Gelatineröhrchen gelangt. Nunmehr werden die 
Verbindungsschläuche 7 und 2 mit Quetschhähnen abgeklemmt und dann 
von den Rohren R und AR‘ abgezogen. Hierauf wäscht man die Pilzkultur, 
indem man aus der Waschflasche W Wasser zufließen läßt, umschüttelt 
und das Waschwasser wieder durch den rechten Ansatz abfließen läßt. Die 
Waschung wird solange durchgeführt, bis das Waschwasser völlig klar ab- 
läuft. Nunmehr gibt man noch eine Portion Wasser auf die Pilzkultur und 
läßt dieses nach links zur Benetzung des Wattefilters im linken Rohransatz 
abfließen. Nun zerreibt man das Pilzmyzel mit dem knopfförmigen Ansatz des 
Glasstabes und dem Quarzsand. Nach sorgfältigem Zerreiben laugt man mit 
Wasser aus und filtriert den Extrakt durch das linke Wattefilter in die Probe- 
röhrchen mit dem Enzymreagens. Hierauf werden die Schläuche 3 und £ abge- 
klemmt und von den Röhrchen R und R‘ abgenommen. Die mit Watte ver- 
schlossenen Röhrchen Z sind als Auslaß für die Luft bei der Filtration eingesetzt. 
Will man nur die Kulturflüssigkeit verwenden, so unterbleibt selbstverständlich 
die Einführung des Glasstabes und des Quarzsandes für die Zerreibung. 

Conns!) Methode zum Labnachweis in Bakterienkulturen: Die Mikro- 
organismen werden in sterilisierter Milch gezüchtet. Nach 8—10 Tagen 
nach dem Gerinnen der Milch wird destilliertes Wasser in geringer Menge 


1) H.W.Conn, Isolierung eines Labfermentes aus Bakterienkulturen. Zentralbl. ;% 
Bakt. I. Abt. Bd.12. S. 323 (1892). 
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zugesetzt, gut geschüttelt und die Kultur durch ein Porzellanfilter filtriert. 
Das Filtrat wird weiter nach der Alumenthalschen Methode der Labpepsin- 
trennung behandelt. Dementsprechend wird dasselbe mit 0'1°/,iger Schwefel- 
säure schwach angesäuert und mit einem Überschuß von Kochsalz ver- 
setzt, so daß ein ungelöster Salzrückstand verbleibt. Es scheidet sich an 
der Oberfläche ein schneeweißer Schaum ab, der. ein verhältnismäßig reines 
Lab darstellt. Dieses wird in Wasser gelöst und durch Dialyse salzfrei ge- 
macht. Die Labwirkung prüft man auf Milch oder Kaseinlösungen mit ge- 
ringem Kalkzusatz. 

2. Kohlenhydratspaltende Enzyme. Diese werden in Lösungen 
oder in Kulturen entweder mit der Diffusionsmethode nach Wysmann 
oder mittelst der Auxanographie Beijerincks nachgewiesen. 

Diffusionsmethode Wysmanns!): Da hier nicht lebende Organismen 
das Reagens sind, kann bei dieser Methode mit desinfizierten Enzym- 
lösungen gearbeitet werden. Gelatineplatten werden mit dem zu unter- 
suchenden Kohlenhydrat durchsetzt und mit einem Tröpfchen der Enzym- 
lösung beschickt. Aus dem Tröpfchen diffundiert das Enzym in die Gela- 
tineplatte und bewirkt in dem darin gelösten oder suspendierten Kohlen- 
hydrat die Veränderungen. Wird nachher die Platte mit einem Reagens 
übergossen, das Farbenreaktionen mit dem ursprünglichen oder mit den 
entstandenen Produkten auslöst, so treten besonders gefärbte Diffusions- 
felder auf. War beispielsweise in der Platte Stärke suspendiert und wurde 
Amylaselösung aufgetropft, so wird nach einiger Zeit durch aufgegossene 
Jodlösung die unveränderte Stärke mit Blaufärbung reagieren, die Platte 
also überall dort, wo keine Veränderung der Stärke statthatte, blau sein, 
während die Gelatine um den Amylasetropfen farblos bleibt. Bei der Bildung 
sich anders färbender Spaltungsprodukte werden Mischfarben entstehen, 
die zonenartig den Ausgangspunkt der Enzymwirkung umgeben. 

Bei der Untersuchung der bakteriellen kohlenhydratspaltenden Enzyme 
können die angeführten Methoden mit geringen Modifikationen mit Vorteil 
angewendet werden. 

Auxanographie?): Empfindliche, qualitative Reagenzien auf eine 
Reihe von Spaltungsprodukten der enzymatischen Kohlenhydratzerlegung 
sind gewisse niedere Organismen selbst. So vermögen bestimmte Hefearten 
nur dann sich zu entwickeln, wenn ganz bestimmte Zuckerarten vorhanden 
sind, während mit anderen Kohlenhydraten jedes Wachstum unterbleibt. Diese 
beiMikroorganismen weitverbreitete auswählende Fähigkeit benutzte Beijerinck 
zur Ausarbeitung der auxanographischen Methode, die für die Unter- 
suchung der qualitativen Verhältnisse der Kohlenhydratspaltung gute Dienste 
leistet. Als Nährboden für die Versuche verwendet Beijerinck folgende Gelatine: 


!) Wysmann, De diastase beschouwed als mengsel van Maltase en Dextrinase. 
Amsterdam 1889. 

*) Beijerinck, Über Nachweis und Verbreitung der Glukase, das Enzym der Mal- 
tose. Zentralbl. f. Bakt. II. Abt. Bd.1. S.221 (1895). 
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Gelatine "ERRERRN N EODT 

Monokaliumphosphat . . 0dg 

Chlorammonium. . . .  0'5g (oder Pepton sice. 10 9 
oder Asparagin 5g!) 

Leitungswasser . . . .1000 cm? 


Zugesetzt wird dann noch 0:5—5°/, von dem Kohlenhydrat, das auf 
seine Spaltung untersucht werden soll und von der verwendeten Hefe nicht 
unmittelbar assimiliert werden kann (von löslicher Stärke 0'5°/,, von den 
Saechariden bis zu 5°/,). Der in Eprouvetten ausgefüllte und verflüssigte 
Nährboden wird mit der entsprechenden Hefeart bei 32—-37° C vermischt 
und die eingesäten Zellen durch vorsichtiges Umschwenken gut verteilt. 
Dann gießt man in sterilisierte Petrischalen aus, die einen gleichmäßig 
ebenen Boden besitzen, und läßt in horizontaler Lage rasch erstarren. Die 
enzymhaltige Flüssigkeit, die in diesem Falle steril sein muß und kein 
Desinfektionsmittel enthalten darf, kann man in kleinen Tröpfchen auf die 
Gelatine bringen oder sie in kleine Stückchen von sterilem Filtrierpapier 
aufsaugen und diese auflegen. Zur Kontrolle empfiehlt sich die gleichzeitige 
Verimpfung von vorher aufgekochter enzymhaltiger Flüssigkeit. Wenn nun 
die auf die Platten gebrachte Enzymlösung ein Enzym enthält, das das 
in der Platte vorhandene Kohlenhydrat in eine für die verwendete Hefen- 
art assimilierbare Zuckerart spaltet, findet im Umkreis eine Trübung der 
Gelatine statt, hervorgerufen von den auswachsenden Kolonien der ein- 
geführten Hefe. Die erhitzte Enzymlösung darf kein Wachstum auslösen. 

Beijerinck untersuchte eine Reihe von Saccharomyceten und Myco- 
dermen auf ihr auswählendes Verhalten gegen verschiedene Kohlenhydrate. 
In der folgenden Tabelle sind einige Typen nach dem genannten Autor 


zusammengestellt. 


2 
2.1.18 27] ee 
Bezeichnung ie ei En) < S ie 
r > S Be = 2 
© = 3 8 = © 
je je) un A A A 
I Glukosehefen (Saecharomyces apicula- 
tus usw.). . + 1 + — = _ == 
II Saccharosehefen (Saccharomyees frag- 
rans usw.) B= _ + u _- E- 
III | Maltosehefen (Saechar omyces cerev isiae, 
S. ellipsoideus usw.) . + + + +1 — 
IV Laktosehefen (Saecharomyces Kefir, ES: | 
Tyrocola usw.) +) + + 4 -- _ 
V | Polysaecharosehefen (Saecharomyces 
acetaethylieus usw.) . SIT + | + + u E- + 


Das +-Zeichen bedeutet, daß die Hefegruppe das betreffende Kohlenhydrat assimiliert; 
das —-Zeichen, daß dieses Kohlenhydrat nicht assimilierbar ist. 


1) Richtet sich nach der verwendeten Hefe, z.B. Pepton oder Asparagin bei 
Saccharomyces apiculatus, S. fragrans oder S. Kefir. Sonst CINH,. 
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Amylasenachweis: Nach der auxanographischen Methode ver- 
fährt man in der Weise, dal man die oben genannte Gelatine herstellt 
und lösliche Stärke in einer Menge von 0'5°/, zusetzt. Hierauf beimpft man 
eine Gelatineprobe bei 32° C mit einer Glukosehefe, z. B. Saccharomyces 
apiculatus, eine zweite mit einer Polysaccharosehefe, z. B. Saccharomyces 
acetaethylicus. Nach gleichmäßiger Verteilung der Hefenzellen im Substrat 
gießt man die Platten in Petrische Schalen und läßt rasch erstarren. Jetzt 
bringt man Tröpfchen des Kulturfiltrates, das auf Amylase zu untersuchen 
ist, auf die Platten oder verimpft direkt Mikroorganismen darauf. Im 
Umkreis desjenigen Tröpfchens, das Amylyse enthält, wird zumindest die 
Polysaccharosehefe anwachsen, wenn die Spaltung in Dextrin erfolgt ist. 
Findet eine tiefere Spaltung bis zu Glukosen statt, dann wird auch in der 
ersten Platte Wachstum der Glukosehefe eintreten. 

Mit der Diffusionsmethode gelingt der Nachweis ebenfalls leicht, wie 
auf S. 1259 angegeben ist. 

Für den Nachweis von Amylase bei Bakterien, die nur bei Brut- 
temperatur gedeihen, ist die Gelatineplatte natürlich nicht zu gebrauchen. 
Hier suspendiert man nach dem Vorgange von van Senus und Eijkman!) 
Stärke in Agarplatten und verimpft darauf Striche oder Punkte mit der 
zu untersuchenden Bakterienart oder Pilzart. Bei der Produktion von 
diffundierender Amylase wird der Nährboden im Umkreise der ent- 
stehenden Kolonien dadurch aufgehellt und durchsichtig, weil die Stärke 
in lösliche Verbindungen aufgespalten wurde. 

Gelasenachweis nach Gran?): Verwendet wird ein Nähragar, der 
1:5°/, Agar, 3°/, Kochsalz, 1°/, Pepton und 0'1°/, Monokaliumphosphat ent- 
hält, eine schwach alkalische Reaktion aufweist und mit Lackmus oder 
Azolithmin schwach gefärbt wird. Das Nährsubstrat wird verflüssigt und 
bei 40°C mit Bacillus phosphorescens Beijerinck gleichmäßig be- 
impft. Hierauf werden Platten gegossen und dieselben nach dem Erstarren 
auswachsen gelassen. Nach 3 Tagen, nach welcher Zeit die Platten nur 
kaum mehr leuchten, wird darauf die Bakterienart in Form von Strichen 
verimpft, die auf die Fähigkeit der Agarhydrolyse untersucht werden soll. 
Enthält die Bakterienart ein solches Enzym, so entstehen innerhalb kurzer 
Zeit um die Impfstriche leuchtende Felder. 

Der Nachweis von fettspaltenden Eigenschaften bei Pilzen und 
Bakterien gelingt leicht nach der Methode von Eijkman (]. e.). Danach 
wird der Boden von Petrischen Schalen mit einer dünnen Schicht von Fett, 
vornehmlich Rindertalg, bedeckt. Darüber wird mit dem noch flüssigen 
Agar eine Platte gegossen, auf die die zu untersuchenden Bakterien ver- 
impft werden. In Agar diffundierende Lipasen zersetzen dann den Talg 


1) Eijkman, Über Enzyme bei Bakterien und Schimmelpilzen. Zentralbl. f. Bakt. 
I. Abt. Bd. 29 (1901). 

?2) H. H. Gran, Studien über Meeresbakterien. II. Über die Hydrolyse des Agar- 
Agars durch ein neues Enzym, die Gelase. Bergens Museum, Aarbog. Heft 1 (1902). 
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in charakteristischer Weise. Es entstehen dort weiße, kreidige, un- 
durchsichtige Flecke, die mit dem abgehobenen Agar mitgehen. 
Der Talg wird verseift, wobei vornehmlich Kalkseifen und wenig Natron- 
und Ammoniakseife gebildet wird. Dieses Verfahren kann auch für anaörob 
wachsende Bakterien verwendet werden. Man hat die beimpften Schalen 
nur entweder in den auf S. 1242 angegebenen Anaörobenzüchtungsapparat 
zu stellen oder in dem für konstanten Wasserstoffstrom eingerichteten, 
auf S.1245 beschriebenen Apparat unterzubringen. 


D ANHANG. 


Als Anhang sei noch die Gewinnung der Farbstoffe der Purpur- 
bakterien hier angeführt. 

Das Bakteriopurpurin besteht aus zwei Farbstoffen, die nach 
Molisch!) folgendermaßen aus den Purpurbakterien erhalten werden: Der 
Bodensatz von Massenkulturen der Purpurbakterien wird durch Abheben 
der darüberstehenden Flüssigkeit auf ein Filter gebracht und möglichst 
wasserarm gemacht. Es ist darauf zu achten, daß die Purpurbakterien 
nicht weggeschwemmt werden. Die auf dem Filter befindliche Purpurbakterien- 
menge wird dann mit starkem Alkohol übergossen und durch Erneuerung 
des grüngefärbten Alkoholes vollständig ausgezogen. Auf diese Weise erhält 
man den grünen Farbstoff des Bakteriopurpurins, das Bakteriochlorin. 
Der nunmehr rotbraune und mißfarbig aussehende Rückstand wird weiter 
mit Chloroform oder Schwefelkohlenstoff extrahiert. Man erhält je nach 
den verwendeten Purpurbakterien eine orangerote, eine hellkarminrote bis 
sranatrote Lösung, die den roten Farbstoff des Bakteriopurpurins, das 
eigentliche „Bakteriopurpurin“ enthält. Das Bakteriochlorin kristallisiert 
aus seinen Lösungen nicht, wohl aber das „Bakteriopurpurin“. 

Mikroskopisch kann man sich von der Anwesenheit beider Farbstoffe 
in Purpurbakterien dadurch überzeugen, daß man eine Flocke der Bakterien 
auf einem Objektträger eintrocknen läßt, dann mit einem Deckglase bedeckt, 
das einseitig unterlegt ist. In den keilförmigen Raum läßt man absoluten 
Alkohol einströmen. Beim Verdunsten des Alkohols bleibt der grüne Farb- 
stoff in Form grüner Tropfen zurück, während sich daneben kleine rote 
Kriställchen des roten Farbstoffes zeigen. 


VI. Methoden zum Nachweis und zur Bestimmung einzelner 
Umsetzungsprodukte in Pilz- und Bakterienkulturen. 


a) Nachweis gasförmiger Umsetzungsprodukte. 


Der Nachweis von gasförmigen Umsetzungsprodukten geschieht am 
einfachsten durch die Zucht in Gärungskölbchen. Als solche verwendet 


‘) H. Molisch, Die Purpurbakterien. G. Fischer, Jena (1907). 
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Fuhrmann) Kulturgefäße von der Form der Fig. 385. Die Kugel faßt un- 
geführ 25 cms. Die weite Röhre, welche als (Gassammelgefäß dient, hat 
ebenfalls einen Rauminhalt von ungefähr 25 em. An das Sammelgefäß ist 
ein U-Rohr angeschmolzen, welches als Verschluß dient, sobald das Kultur- 
gefäß mit Nährflüssigkeit angefüllt ist. Sowohl das offene Rohr der Kugel 
als auch das U-Rohr sind mit einem Wattebausch verschlossen. Die Füllung 
dieses Kulturgefäßes ist sehr einfach. Man füllt das kugelige Gefäß bis zum 
Ansatzrohr für den Wattebausch voll und saugt dann mit einem an das 
U-Rohr über den Watteverschluß angesetzten Schlauch die Nährflüssigkeit 
in das Gassammelgefäß und in das U-Rohr. Dann wird durch drei Tage 
diskontinuierlich im Dampftopf sterilisiert und die zu untersuchenden Mikro- 
organismen in die Kugel verimpft. Sobald die erste Gashlase aufsteigt, 
wird die Flüssigkeit in zwei Teile getrennt, 
die als Sperrflüssigkeit für beide Rohre 
(U-Rohr und Kugel) dienen. 

Für den einfachen Nachweis einer 
Gasbildung durch Bakterien kann auch die 
„Schüttelkultur“ verwendet werden. Als 
Nährboden dient Nähr-Gelatine oder -Agar 
mit einem Zusatz von 1°/, Dextrose. Die 
zu untersuchende Bakterienart wird in den 
verflüssigten Nährboden eingeimpft und 
darin durch Schütteln gleichmäßig verteilt. 
Dann wird in Eiswasser die Nährgallerte 
zum raschen Erstarren gebracht. Vermag 
die Bakterienart den Traubenzucker unter 
Gasentwicklung zu spalten, so ist schon 
nach 24 Stunden der ganze Nährboden von 
zahlreichen kleinen Gasbläschen durchsetzt. 

Zum qualitativen Nachweis von 
Schwefelwasserstoffbildung bringt man Fig. 385. 
in das Röhrchen ein Stückchen Filtrier- 
papier, das mit einer Lösung von basisch-essigsaurem Blei getränkt 
ist. Durch den Wattebausch wird das Streifehen an der Wand fest- 
geklemmt. Schwefelwasserstoffbildung bedingt Schwärzung des 
Papieres. 

In Plattenkulturen erkennt man die Schwefelwasserstoff er- 
zeugenden Organismen durch Anwendung des Verfahrens von Beijerinck ?), 
der „Bleiweißprobe“. Zu Nähragar oder Nährgelatine kommt soviel 
Bleikarbonat, daß die Portion schneeweiß ist. Dann wird der so vorbereitete 
Nährboden zu Platten in Petrischalen verarbeitet. Diese Platten müssen 


‘) F. Fuhrmann. Zur Kenntnis der Bakterienflora des Flaschenbieres, Zentralbl. 
f. Bakt. 2. Abt. Bd. 19. S. 117 (1907). 


?) M. W. Beijerinck, Schwefelwasserstoffbildung in den Stadtgräben und Auf- 
stellung der Gattung Aörobaeter. Zentralbl. f. Bakt. 2. Abt. Bd. 6. S. 193 (1902). 


Abderhalden, Handbuch der biochemischen Arbeitsmethoden. III. 80 
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ebenfalls ein schneeweißes Aussehen haben. Nach dem Erstarren derselben 
wird darüber die mit sterilisiertem Wasser verdünnte Bakterienprobe ge- 
gossen und weiterhin bei Zimmer- oder Bruttemperatur, entsprechend dem 
Temperaturoptimum der zu untersuchenden Bakterienart, weitergezüchtet. 
Alle von sulfidbildenden Bakterien angegangenen Kolonien sind infolge des 
abgeschiedenen Schwefelbleies braun. Von anderen Bakterienarten erzeugte 
Auflagerungen sind ungefärbt. 

Für die quantitative Analyse von gasförmigen Umsetzungspro- 
dukten der Bakterien und Pilze ist die Aufsammlung größerer Gasmengen 
notwendig. Hierzu kann das Kulturgefäß von Fuhrmann (S. 1263) in 
orößerer Ausführung verwendet werden. In diesem Falle genügen Gefäße, 
deren Sammelraum 250 em® Inhalt hat. Die Kugel muß natürlich den 
gleichen Fassungsraum besitzen. Von dem Sammelgefäß wird das Gas in 
die Meßgefäße oder Absorptionsgefäße nach Hempel dadurch übergeführt, 
daß man das angesetzte U-Rohr mit Sperrflüssigkeit vollständig füllt, dann 
einen Kautschukschlauch ansetzt und die Verbindung bis zum Analysen- 
gefäß weiterführt, so daß eine ununterbrochene Sperrflüssigkeitsverbindung 
hergestellt ist. Dann setzt man einen zweiten Schlauch mit einem Trichter 
an den Rohransatz des Kugelgefäßes an und füllt Wasser nach, dem man 
beim Arbeiten mit pathogenen Mikroorganismen ein Desinfektionsmittel 
zusetzt. Durch Ansaugen von seiten der Analysengefäße tritt dann das 
Gas über. ; 

Bezüglich der Ausführung von Gasanalysen sei auf den Anhang zum 
intermediären Stoffwechsel im IH. Bande des Handbuches verwiesen. 


b) Nachweis gelöster Umsetzungsprodukte. 


Indolnachweis nach Ehrlich für bakteriologische Zwecke von 
A. Böhme. ') 
Dazu werden folgende Stammlösungen benutzt: 


1. Paradimethylamidobenzaldehyd 4 
Alkohol (96°/,1g) 380 
konzentrierte Salzsäure s0 

2. Kaliumpersulfat in gesättigter wässeriger Lösung. 

Die Kulturen der auf Indolbildung zu untersuchenden Mikroben werden 
in Nährbouillon gezüchtet und zur Untersuchung eintägige Kulturen 
verwendet. 

Zu ungefähr 10 cm® Bouillonkultur werden 5 cm? der Lösung 1 und 
5 cms der Lösung 2 zugefügt und das Gemisch stark geschüttelt. Sofort 
oder innerhalb weniger Minuten tritt eine intensive Rotfärbung auf, 
wenn viel Indol vorhanden ist. Die Raschheit des Eintrittes der Rotfärbung 
ist bedingt durch die Menge des gebildeten Indols. Der entstandene Farb- 
stoff kann aus der Flüssigkeit durch Amylalkohol ausgezogen werden, 


1) A. Böhme, Die Anwendung der Ehrlichschen Indolreaktion für bakteriologi- 
sche Zwecke. Zentralbl. f. Bakt. 1. Abt. Orig. Bd. 40: S. 129 (1906). 
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indem man sie damit schüttelt. Eine Beobachtungsdauer von 5 Minuten 
genügt für alle Fälle. 

Zu dieser Reaktion sei bemerkt, daß sich auch andere Derivate des 
Indols, wie Skatol, Skatolaminoessigsäure, bei Verwendung konzen- 
trierter Säure mit dem Dimethylamidobenzaldehyd kondensieren und zur 
Bildung rotgefärbter Verbindungen führen. Zur Vermeidung dessen ist die 
obige Vorschrift genau einzuhalten, da die genannten Substanzen unter 
diesen Bedingungen nach vorübergehender Rotfärbung eine intensive, aber 
flüchtige blaue Farbe geben. 

Nitritnachweis. 

Derselbe wird ausgeführt, indem man die flüssige Kultur (10 cm?) 
mit 1 cm? frisch bereiteter Jodkalistärke versetzt und mit verdünnter 
Schwefelsäure (10°/,ig) ansäuert. Eintretende Blaufärbung zeigt die 
Anwesenheit von Nitriten an. Immer ist die Kontrolle dadurch zu machen, 
daß man an Stelle der Kulturflüssigkeit zuerst destilliertes Wasser mit 
Jodkalistärke und Schwefelsäure versetzt und überdies die sterile Nährflüssig- 
keit ebenso prüft, wobei keine Blaufärbung auftreten darf. Verfasser ver- 
wendet immer einen 1°/,igen Stärkekleister mit 1°/, Jodkaliumzusatz. (Siehe 
auch Nitrifikationsmikroben, S. 1315.) 

NachweisvonSäurebildungdurchMikrobennach Beijerinck.t) 

Hierzu wird ein Nährboden benutzt, der frisch geschlemmtes Cal- 
ciumkarbonat enthält. Man verwendet einfach Nähragar oder Nähr- 
selatine. Vor der Sterilisation setzt man so viel Schlemmkreide zu, bis 
der Nährboden stark milchig getrübt ist und vollständig weiß erscheint. 
Hierauf gießt man damit Platten in sterile Petrischalen. Die zu unter- 
suchende Bakterienart oder das bakterienhaltige Substrat wird in sterilem 
Wasser genau so verteilt, wie es für die Verdünnungen beim Gelatine- 
plattenguß angegeben ist. Nur nimmt man statt 3 Ösen 10—15 Ösen und gibt 
von Haus aus mehr Material in das Original. Die erhaltenen Verdünnungen 
werden über die erstarrten Platten gegossen und der Überschuß wieder in 
eine Desinfektionsflüssigkeit abgegossen. Der benetzte Schalenrand wird 
mit einem in 70°/,igen Alkohol getauchten und gut ausgedrückten Watte- 
bausch gereinigt. Hierauf kommen diese „Übergußplatten“ in den Thermo- 
staten mit 22°C, wenn mit Gelatine gearbeitet wurde, in einen solchen 
mit 33°C, wenn Agar verwendet wurde. Man erkennt die aus säure- 
bildenden Bakterien zusammengesetzten Kolonien sofort daran, dal) um die 
betreffende Kolonie eine durchsichtige Zone entstand, sofern die produzierte 
Säure eine lösliche Caleiumverbindung einzugehen vermag. Wie beistehende 
Fig. 386 zeigt, sind die hellen Diffusionsfelder sehr regelmäßig um die 
Kolonie angeordnet. Eine Störung zeigt sich sofort, wenn sich im Bereich 
des Diffusionsfeldes der Säure eine alkalienbildende Kolonie befindet, wie 


!) M. W. Beijerinck, Verfahren zum Nachweise der Säureabsonderung bei Mikrobien. 
Zentralbl. f. Bakt. 1. Abt. Bd. 9. S. 781 (1891). 
80% 
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es a der Fig. 386 zeigt. Soweit der Diffusionskreis des Alkalis geht, findet 
keine Aufhellung statt bzw. bemerkt man am aufgehellten Hof einen undurch- 
sichtigen Teil. Auf diese Weise läßt sich mit dem genannten Kreidenähr- 
boden auch eine alkalibildende Bakterienart neben anderen erkennen. 

Zur Erkennung von Säure- und Alkalibildung in Kulturen kann 
man das Nährsubstrat unmittelbar mit einem farbigen Indikator ver- 
setzen, an dessen Farbenänderung die Reaktion des Nährstoffes während des 
Wachstums der Mikroben jederzeit ermittelt werden kann. Zu diesem 
Zwecke eignet sich vor allem Lackmustinktur und Azolitminlösung. 
Von letzterer wird dem betreffenden Nährsubstrat soviel vor der Sterili- 
sation zugesetzt, bis eine gut wahrnehm- 
bare ausgesprochene Färbung auftritt. 

Bestimmung der Säure- und 
Alkalimenge in flüssigen Kul- 
turen. 

Diese Bestimmungen werden titri- 
metrisch ausgeführt und haben nur 
dann einen Wert, wenn die Kulturen 
in ganz bestimmter Weise angelegt 
und gezüchtet werden. Zuerst über- 
zeugt man sich durch eines der früher 
angegebenen ‚Verfahren, ob Säure- 
oder Alkalibildung vorliegt. 

1. Man verwendet zur Zucht ein 
kontrollierbares flüssiges Nährsubstrat, 
und zwar das einfachste, auf dem der 
zu untersuchende Pilz oder die zu be- 
stimmende Bakterienart noch gut 
gedeiht. 

3. Man verimpfe immer eine größere Menge Materiales, die annähernd 
genau gemessen ist, wozu man Ösen von 2 mm Durchmesser benutzt. 

3. Man nehme zur Anlegung von Kulturen für Bestimmungen der 
Säure- oder Alkalibildung nur junges, -üppig wachsendes Material. Bei 
Bakterien geht man von 12stündigen, beim Temperaturoptimum gewachsenen 
Kulturen aus. 

4. Die Zuchten werden in genau gleichen Kölbehen ausgeführt, die 
alle eine gleich große Öffnung besitzen, um überall dieselben Luftzutritts- 
bedingungen herzustellen. Für alle Zuchten wird eine gleiche Quantität 
Nährflüssigkeit, am besten 50 cm®, verwendet. 

5. Die Kulturen werden bei der gleichen Temperatur gehalten bzw. 
sollen keine Schwankungen während der Dauer des Versuches auftreten. 

6. Von der zu untersuchenden Mikroorganismenart werden sechs 
eleiche Kulturen von dem gleichen Impfmaterial angelegt und unter voll- 
ständig gleichen Züchtungsbedingungen gehalten. 

7. Je zwei Kulturen werden nach 6, nach 12 und 24 Tagen untersucht. 


Fig. 386 
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Als Indikator für Säurebestimmungen verwendet man am 
besten nach A. Meyer‘) eine Lösung von 05 g Rosolsäure in 50 cm? 
Alkohol, die mit dem gleichen Volumen destillierten Wassers 
verdünnt wird. 

Der Indikator für die Titrierung der Basen ist eine Auf- 
lösung von 005g Dimethylamidoazobenzol in 100 cm® 96°/,igem 
Alkohol (nach A. Meyert). 

Bei Kulturen von säurebildenden Mikroorganismen bestimmt man 
den Titer auf folgende Weise, Man mißt in ein kleines Bechergläschen mit 
einer genauen Pipette 10 cm® des verwendeten sterilen Nährsubstrates und 
in ein gleich großes Bechergläschen 10 cm® destillierten ausgekochten 
Wassers. In jede Portion kommen je 3 Tropfen der Rosolsäurelösung 
(Indikator). Hierauf bestimmt man den Titer der sterilen Nährflüssigkeit 
durch Zusatz von !/,, Normalnatronlauge bzw. !/,, Normal-Schwefelsäure, 
die man aus einer Bürette zufließen läßt. Die Vergleichsprobe mit destil- 
liertem Wasser, der noch 1 Tropfen !/,, Normalnatronlauge zugesetzt wird, 
ist, auf einer weißen Porzellanplatte stehend, in der Nähe zu halten. Man 
titriert durch entsprechende Zugabe von Alkali soweit, bis das Rot der 
neutralen Vergleichsprobe erreicht ist. Diese Titrationen sollen immer bei 
Tageslicht auszeführt werden. Nun notiert man den Titer der ursprüng- 
lichen, zur Kultur verwendeten Nährflüssigkeit, indem man die zur Her- 
stellung der Farbengleichheit verwendeten Mengen von Säure und Alkali 
voneinander subtrahiert und die Differenz anmerkt. 

Hierauf gießt man die zu untersuchende Kultur in einen Meßkolben 
von 50 cm’ Inhalt und ersetzt die verdampfte Menge Wasser, indem man 
mit sehr kleinen Portionen von destilliertem Wasser das Kulturglas aus- 
spült und bis zur Marke damit auffüllt. Nach Durchmischung der Kultur- 
flüssigkeit filtriert man durch gehärtetes Filtrierpapier und entnimmt 
10 cm® Filtrat, das in ein gleiches kleines Bechergläschen gegeben wird, 
wie es für die Vergleichsprobe oben genommen wurde. Nunmehr versetzt 
man die Probe mit 3 Tropfen Rosolsäurelösung, notiert den Stand von 
Säure und Alkali in den Büretten und fügt solange Säure und Alkali zu, 
bis die Farbe der Vergleichsprobe erreicht ist. Die Differenz 
der zweiten Ablesung ergibt den Säuregrad in 10 cm? Kultur- 
flüssigkeit, ausgedrückt in Kubikzentimetern !/, Normalna- 
tronlauge. Wir bezeichnen sie mit D. Jetzt muß noch der ursprüng- 
liche Säure- bzw. Alkaligehalt der verwendeten Nährflüssigkeit in Rechnung 
gesetzt werden. War der Nährboden sauer, muß diese Säuremenge abge- 
zogen werden; war er alkalisch, so ist diese Zahl hinzuzufügen. Wir be- 
zeichnen sie mit + d und —d, entsprechend einem alkalischen oder sauren 
Nährsubstrat. Hierauf rechnen wir den Säuregehalt noch auf 100 cm® 
Kulturflüssigkeit um, indem wir die erhaltene Zahl mit 10 multiplizieren. 
Demnach ergibt sich nach unserem Verfahren ein wahrer Säuregehalt in 


!) A. Meyer, Praktikum der botanischen Bakterienkunde. Jena. S. 96 u. f. (1903). 
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100 em® Kultur = (D+d).10 oder = (D—.d).10, entsprechend einem ur- 
sprünglich alkalischen oder sauren Nährboden. Man mache es sich zur 
Regel, mehrere Titrationen mit verschiedenen Portionen der- 
selben Kulturflüssigkeiten auszuführen und das arithmetische 
Mittel der erhaltenen Werte zu verwenden. 

Der Alkaligehalt von Kulturen wird folgendermaßen bestimmt: 


Zuerst bestimmt man den Titer der verwendeten sterilen Nähr- 
flüssigkeit, mdem man 10 cm? unter Zusatz von 3 Tropfen Dimethylamidoazo- 
benzollösung titriert. Wieder stellt man sich in einem gleich großen 
Bechergläschen mit 3 Tropfen dieses Indikators in 10 cm? gekochten de- 
stillierten Wassers unter Zugabe von 1 Tropfen !/,, Normalnatronlauge 
eine Vergleichsflüssigkeit her. Man titriert die Probe der Nährflüssigkeit 
bis zur Gelbfärbung, die in der Vergleichslösung herrscht. Dieser Titer 
wird wieder notiert. Hierauf füllt man die Kultur auf ihr ursprüngliches 
Volumen (50 cm?) in der oben angegebenen Weise auf und nimmt mit 
10 cm? derselben die Titration unter Zusatz von 3 Tropfen Dimethylamydoazo- 
benzol vor, bis zur Erreichung eines deutlichen Farbenumschlages nach 
dem Gelb, wie es die angegebene Vergleichsprobe zeigt. Berechnet wird 
wieder die Gesamtmenge in 100 cm® nach der oben angegebenen Vor- 
schrift, wobei aber der Säuregehalt des ursprünglichen Nährsubstrates 
addiert bzw. der Alkaligehalt abgezogen wird. 

Bezüglich der Zuckerbestimmungen in Kulturflüssigkeiten ver- 
weise ich auf die 1. Hälfte des II. Bandes dieses Handbuches, wo die be- 
treffenden Methoden ausführlich behandelt sind. Für bakteriologische Zwecke 
seien besonders empfohlen die gewichtsanalytische Kupfermethode 
nach Allihn und Pflüger und die Phenylhydrazinmethoden, wozu nur be- 
merkt sei, daß immer Kontrollbestimmungen mit den unverimpften steri- 
lisierten Nährsubstraten anzustellen sind. Dies ist besonders bei der Ver- 
wendung von Saccharose als spaltbare Kohlenstoffquelle in dem 
Kultursubstrat zu beachten. 


VII. Das Tierexperiment. 
Die wichtigsten Tiere und ihre Zucht. 


Die medizinische Bakteriologie kann den Tierversuch nicht entbehren, 
obgleich die dabei gewonnenen Ergebnisse keineswegs ohne weiteres auf 
die Verhältnisse beim Menschen übertragen werden dürfen. Auch die 
veterinär-bakteriologischen Untersuchungen erheischen unbedingt die Aus- 
führung von Tierversuchen. 

Bei denselben werden nun die verschiedensten Tiere verwendet. Ge- 
wöhnlich werden gebraucht die weiße und graue Maus, das Meer- 
schweinchen und das Kaninchen. Seltener finden in der Bakteriologie 
zu Tierversuchen Verwendung der Hund, von Vögeln das Huhn und die 
Taube. Zu besonderen Untersuchungen werden mitunter auch Amphi- 
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bien und Reptilien herangezogen. Die großen Säuger, wie das Pferd, 
das Rind, die Ziege und das Schaf, dienen in erster Linie zur Ge- 
winnung der Immunsera, deren Herstellung und Entnahme hier füglich 
übergangen werden kann. 

Für die bakteriologischen Tierexperimente verwendet man im 
allgemeinen nur gesunde, erwachsene und nicht übermäßig alte Tiere, 
sofern nicht bestimmte Untersuchungszwecke eine Ausnahme erfordern. 
Tiere für einwandfreie, wissenschaftliche Untersuchungen sollen niemals 
unmittelbar vor dem Gebrauch von der Straße weg gekauft, sondern 
durch längere Zeit im Laboratorium gehalten und an die Lebens- 
bedingungen in demselben gewöhnt werden. Nur so kann man sich die 
Überzeugung verschaffen, daß die Tiere tatsächlich gesund zum Experi- 
ment kommen. 

Für Laboratorien, die sehr viel mit Tierversuchen zu tun haben, 
empfiehlt sich die Züchtung der am meisten gebrauchten Versuchstiere, 
wie der weißen Maus, 
der Meerschweinchen 
und der Kaninchen. Die 
genannten Tiere sind leicht 
züchtbar, ohne große Aus- 
lagen für Käfige und Ställe, 
abgesehen von den Erhal- 
tungskosten, die bei einer 
etwas größeren Meer- 
schweinchen- oder Ka- 
ninchenzucht immerhin 
ziemlich beträchtlich sind. 

Fürdie Mäusezucht 
erweist sich folgender Käfig 
sehr zweckmäßig, von dem 
die Fig. 387 einen Längs- 
schnitt wiedergibt. Derselbe Fig. 887. 
besteht aus einem stär- 
keren Bodenbrett in den Dimensionen 25 :50:1’5em. Dasselbe ist an 
einer Längsseite und den beiden- Kurzseiten mit starkem, rechtwin- 
kelig gebogenem Zinkblech eingefaßt, an das sich ein engmaschiges 
Drahtgitter (D) ringsum in der Höhe von 30—35 cm anschließt. Die 
nicht mit dem Zinkblech versehene Längswand ist ebenfalls durch ein 
Drahtgitter in die Höhe verlängert, das aber nicht bis zum Brett reicht 
und hier einen Spalt frei läßt, durch den eine niedere (ca. 1 cm hohe) 
Zinkblechtasse (T) eingeschoben wird. Der untere Teil der Drahtver- 
kleidungen von den kürzeren Seiten besitzt Türen, die entweder aus Blech 
gefertigt sind und in Fälzen gleiten, oder einfach mit Bändern ange- 
schlagen sind. In der Höhe von ungefähr 15 cm enthält der Käfig ein 
Stockwerk, das aus 3 Abteilungen besteht, die durch kleine Öffnungen 
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miteinander in Verbindung stehen. An der vorderen und hinteren Längs- 
seite führen schräge Brettchen von unten in das Stockwerk, ebenfalls 
durch kleine Öffnungen. Sämtliche Abteilungen sind durch Schiebetüren (S) 
von außen verschließbar. Der ganze obere Einbau wird am besten aus 
Holz gefertigt und an dem äußeren Drahtgitter wieder durch recht- 
winkelige gebogene Zinkblechstreifen verankert. So ist er eigentlich nur 
sicher eingehängt und kann gegebenenfalls herausgenommen, gereinigt 
oder ergänzt werden, da ihn die Mäuse stark annagen. Jedes Abteil ist 
überdies noch durch einen in Scharnieren (s) beweglichen Deckel ver- 
schlossen und so bequem von außen zugänglich. In den Käfig bringt man 
Heu oder besser feine Holzwolle und bestreut den Boden der Abteilungen 
und die Blechtasse dick mit Sägespänen oder Torfmull. 

Den weißen Mäusen dient als Futter vornehmlich Brot und 
Weizenkörner. Außerdem stellt man einige Näpfchen mit Wasser in den 
Käfig. Für die säugenden Mäuse und später für die Jungen reicht man 
Milch. Diese Mäusezuchten dürfen keineswegs oftmals gereinigt werden. 
Erst wenn die Einwohner das eine oder andere Abteil von selbst zu 
meiden beginnen, ist es Zeit, dasselbe nach Verschluß der Verbindungs- 
öffnungen gründlich vom Schmutz zu befreien. 

Auch graue Mäuse lassen sich unter denselben Bedingungen züchten, 
nur vertragen sie noch weniger Störungen und lieben noch mehr einen 
finsteren Aufenthaltsort. Sie stellen die gleichen Futteransprüche. 

Weiße und graue Ratten werden ebenfalls viel für bakteriologische 
Tierversuche verwendet. Sie können in ähnlichen Käfigen gehalten werden, 
doch müssen dieseiben bedeutend größer sein und zahlreichere Abteilungen 
enthalten. Außerdem bietet man ihnen zweckmäßig noch Klettergelegen- 
heiten durch Anbringung von senkrechten Stäben mit kleinen Ästen. 
Ratten verlangen neben dem Brot noch Fleischkost. 

Meerschweinchen und Kaninchen hält man in Verschlägen. 
Für die ersteren genügen ca. 30 cm hohe, oben offene Abteilungen, die 
untereinander durch verschließbare Öffnungen verbunden sind. Vor allem 
ist darauf zu achten, daß die Tiere genügend Raum für ausgiebige Be- 
wegungen besitzen. Es genügen schon einige offene, aneinander gestellte 
und untereinander verbundene Kisten, deren Boden leicht geneigt ist, 
damit der Urin der Tiere und vergossenes Trinkwasser abfließen kann 
und die Tiere selbst immer im Trockenen sind. Die Kisten stellt man auf 
Unterlagen, damit der Boden leicht trocknet. Besser ist es natürlich, einen 
betonierten Verschlag mit hölzernen Abteilungswänden anfertigen zu lassen. 
Der Betonboden wird dann mit unterlegten, vielfach durchbohrten Brettern 
belegt. Als Sommerfutter für Meerschweinchen eignet sich am besten 
Gras und Gemüseabfälle. Das Winterfutter besteht aus Burgunder- 
rüben und Heu. Trinkwasser muß in jedem Verschlag sein. Im Herbst, 
besonders aber im Frühjahr ist ein langsamer Übergang von der Grün- 
fütterung zur Trockenfütterung bzw. umgekehrt zu machen. Jungen Bruten 


gibt man überdies Milch. In Meerschweinchenzuchten stellen sich, nament- 
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lich im Frühjahr, mitunter Seuchen ein, die innerhalb kurzer Zeit viele 
Tiere vernichten. In diesem Falle ist der ganze Verschlag zu räumen, die 
vollständig gesund aussehenden Tiere augenblicklich von den Erkrankten 
abzusondern und in geringer Zahl in einzelnen Kisten zu halten. Die Ver- 
schläge sind gründlich mechanisch zu reinigen, dann mit Formalin sorg- 
fältig zu desinfizieren und erst nach vollständigem Austrocknen neu zu 
besiedeln. 

Kaninchen verlangen kleinere gedeckte Verschläge mit einigen 
Abteilungen und einen größeren offenen Auslaufplatz. Auch hier sind am 
besten Holzverschläge, die von oben zugänglich sind. Der Boden des 
ganzen Kaninchenstalles muß aus einem harten Material hergestellt sein, 
am besten aus Zement, da diese Tiere sonst sehr tiefe Baue graben. Sie 
verlangen dieselbe Nahrung wie Meerschweinchen. 

Auch die Kaninchen- und Meerschweinchenverschläge werden mit 
Torf oder Sägespänen eingestreut. Heu oder Gras kommt in kleine, ein- 
gehängte Krippen aus verzinktem Eisendraht. Es wird dadurch viel 
an Futter erspart. 

Die Haltung und Wartung der eingangs genannten größeren 
Säuger kann hier übergangen werden, da sie gewöhnlich in Laboratorien 
nicht gehalten werden und überdies zu ihrer Pflege ein besonders geschultes 
Personal verlangen. 

Für den Transport der Versuchstiere vom Stall ins Labo- 
ratorium verwendet man am besten für die größeren Tiere Kisten aus 
Zinkblech, deren Deckel Luftlöcher besitzt, und Gläser mit Draht- 
gitterverschluß für kleinere. Diese Transportgeräte sollen nur 
für die gesunden, noch nicht infizierten Tiere in Anwendung 
kommen und niemals zur Aufnahme der bereits geimpften Ob- 
jekte verwendet werden. 


Tierhalter. 


Um an den Tieren möglichst rasch und sicher die nötigen Eingriffe 
machen zu können, sind dieselben in besonders konstruierten Hältern un- 
beweglich festzubinden. Solche Operationshalter sind in großer Menge 
im Laufe der Zeit ersonnen und für die verschiedensten Zwecke ausgeführt 
worden. Hier sollen nur die einfachsten Erwähnung finden, da sich gerade 
diese immer noch am zweckmäßigsten erwiesen. 

Für die bakteriologischen Tierversuche sollen bei kleineren Tieren 
nur vollständig aus Metall hergestellte Operationshalter ver- 
wendet werden, um sie leicht durch Dämpfern keimfrei machen zu 
können. Heim!) gibt einen sehr zweckmäßigen, derartigen Halter für 
Ratten und Meerschweinchen an. Er besteht aus einer Metallplatte 
mit zwei langen Längsschlitzen und einem mittleren kurzen. In ersteren 
gleiten die Schrauben zur Festlegung der Schnüre für die Beine der 


') L. Heim, Lehrbuch der Bakteriologie. S. 160. Enke, Stuttgart (1906). 
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Versuchstiere. Letzterer trägt eine Gabel verschiebbar. Neben dieser 
erheben sich zwei senkrechte Metallstäbe, die einen hoch und tief ver- 
stellbaren Querstab besitzen. Am Ende des Kopfteiles vom Halter ist eine 
Klemme angebracht, in die hinein eine Kornzange gelegt werden kann, 
welche durch Niederschrauben der Klemme festgehalten wird. Der Gebrauch 
dieses Halters ist einfach. Eine Nackenfalte der Ratte wird mit der Korn- 
zange gefaßt, dann das Tier mit seinem Hals in die Gabel gelegt und 
der Querstab so weit herabgedrückt, dab eine Bewegung ausgeschlossen 
ist. Durch die eingeklemmte Kornzange und den beschriebenen Halshalter 
ist das Tier schon wehrlos gemacht und seine Beine können leicht in den 
Schlingen gefaßt und festgestelle werden. 

Für Kaninchen und auch erwachsene Meerschweinchen eignet 
sich der etwas modifizierte Halter naeh Tattin. Unsere Abbildung Fig. 388 
zeigt uns die einfache Einrichtung aus Metall ohne Kopfhalter. Ein eiserner 
vernickelter starker Rahmen trägt vorne einen senkrechten Metallstab und 
jederseits zwei Ansätze 
mit Schrauben, durch 
die die Beinschlingen 
des Versuchstieres fest- 
gehalten werden. Auf 
diesem Rahmen ist eine 
Zinkblechplatte aufge- 
nietet. Dieselbe ist an 
3 Seiten aufgebogen und 
trägt an der vierten 
: einen Bogenausschnitt 

Fig. 388} zur gelegentlichen Auf- 
nahme des Kopfes bei 
sehr niederer Rückenlage des Tieres. Dieser Halter ruht auf vier Me- 
tallfüßen. Am Stab können nun die verschiedensten Kopfhalter montiert 
werden. Der einfachste ist der nach Tattin. Für viele Fälle ist eine Neig- 
barkeit derselben erwünscht, die zum Beispiel bei dem Halter der Fig. 389 
erreicht ist. Hier ist der Tattinsche Kopfhalter an eine starke Platte 
montiert, die auf einer zweiten Platte gleitet und in jeder Lage durch 
eine Schraube festgehalten wird. Die Kopfhalter müssen in verschiedenen 
Größen angeschafft werden, um für jede Tiergröße den passendsten zur 
Hand zu haben. 

Für Meerschweinchen wurde ein sehr einfacher Halter von 
Voges!) angegeben, der in Fig. 390 im Gebrauch wiedergegeben ist. 
Derselbe besteht aus einer einseitig offenen zylindrischen Metallbüchse, 
die einen Längsspalt besitzt und deren zweite Öffnung durch ein Draht- 
netz verschlossen ist. Das Meerschweinchen wird mit dem Kopf gegen 
das Drahtnetz gerichtet, eingeschoben und so festgehalten geimpft. 


1!) F. Selberg, Beschreibung einiger neuer bakteriologischer Gebrauchsgegenstände. 
Zentralbl. f. Bakt. I. Abt. Bd. 18. S. 529 (1895). 
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Die Mäuse immobilisiert man gewöhnlich in Haltern nach Kitasato, 
bei denen der Kopf in einer Drahtspange gehalten und der Schwanz mit 
einer Feder niedergedrückt wird. In Fig. 591 sehen wir ein derartiges 
Instrument wiedergegeben, das keiner näheren Erklärung bedarf. 


Zum Fangen der Ratten und Mäuse aus den Zuchtkäfigen 
und zum Aufbringen dieser Tiere auf den Halter benutzt man 
Zaneen mit flachen und gekerbten Branschen oder solchen von löffel- 
förmiger Gestalt, die durch einen verschiebbaren Ring zusammengedrückt 


Fig. 390. Fig. 391. 


werden. Unsere Abbildung Fig. 392 zeigt uns oben eine Mauszange und 
unten zwei Rattenzangen. 

Halter für größere Tiere, wie Hunde, sind nur schwierig aus 
Metall herzustellen. Gewöhnlich benutzt man eine Rinne aus starkem Holz 
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mit einer Reihe seitlicher Löcher zum Durchziehen der Bänder für 
die Beinfixierung. Der Kopf wird durch einen neigbaren Halter festgelegt. 
Es wurden verschiedene Modelle konstruiert, die ihre Vorteile und Nach- 
teile besitzen. Erwähnt sei der Halter von Malassez und der Universal- 


Fig. 392. 


halter von Cow/t), der für kleine Hunde, Kaninchen, Meerschweinchen und 
auch noch Ratten sehr gut zu gebrauchen ist. 


Wägung und Temperaturmessung. 


Um die ersten auftretenden Krankheitserscheinungen nach der In- 
fektion leichter beurteilen zu können und überhaupt einen Einblick in den 
Verlauf der Infektion zu 
gewinnen, ist es notwendig, 
vor jeder Infektion das 
betreffende Tier einige 
Tage hindurch in bezug 
auf sein Gewicht und 
seine Temperatur zu be- 
obachten. Die Kenntnis des 
Tiergewichtes unmittelbar 
vor der Impfung ist auch 
deshalb erwünscht, um 
wenigestenseineannähernde 
Bestimmung der Menge 
des eingespritzten Bak- 
terienmateriales in bezug 
auf das Körpergewicht des 
Tieres machen zu können. 

Die Wägung der 

größeren Versuchstiere 
wird mit der Duensch- 
mannschen Tierwage vor- 
5a mp, genommen. Dieselbe ist in 

Fig. 393 abgebildet. Sie 
ist eine Dezimalwage, die einen viereckigen Behälter besitzt, der durch ein 
in der Zeichnung nicht angegebenes Gegengewicht austariert ist. 


!) Cowl, Du Bois-Reymonds Archiv (1896). 
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Kleinere Tiere, wie Mäuse, Ratten etc. werden am besten in einem 
austarierten Glasgefäß gewogen. Vielfach empfiehlt man zu diesem Zwecke 
auch Briefwagen, die am Teller einen Halter besitzen. Bequemer und ge- 
nauer ist aber die zuerst angegebene Wägung. 

Die Temperaturmessung geschieht mit in Zehntelgrade geteilten 
feinen Thermometern. Diese werden in das Rektum des Tieres ein- 
geführt. Aus diesem Grunde muß man mehrere Thermometer in Vorrat 
haben, die verschieden dicke Quecksilbergefäße besitzen. Für Mäuse sind 
nur sehr dünne Stabthermometer verwendbar. Diese müssen sehr vorsichtig 
bei gut immobilisiertem Tier eingeführt werden, weil sonst sehr leicht 
Verletzungen gesetzt werden. Mäuse sind bei Temperaturmessungen unbe- 
dingt auf dem Halter zu befestigen, ebenso Ratten. Größere Tiere, wie 
Kaninchen und Meerschweinchen, können von einem im Tierhalten geübten 
Gehilfen auch ohne Halter ruhig gestellt werden. Meerschweinchen sind 
sehr bequem in dem von Voges (vgl. S. 1272) angegebenen Halter zu messen. 
Die Ablesung soll am eingelegten Thermometer vorgenommen werden, da 
höchstens bei großen Tieren Maximalthermometer Anwendung finden können. 
Der Skalenbereich bei Tierthermometern liegt zwischen 28 und 45°C. 


Infektionskäfige. 


Die infizierten Tiere müssen streng gesondert von den ge- 
sunden Tieren in besonderen Käfigen gehalten werden, die wieder in 
einem besonderen Raum aufgestellt werden. Am zweckmäßigsten ist es, 
in einen Behälter nur ein einziges Tier zu geben. Nur wenn mehrere Tiere 
gleichzeitig mit dem gleichen Infektionsmaterial geimpft wurden, können 
dieselben in einem größeren Käfig untergebracht werden. In diesem Falle 
muß aber im Protokoll, das über jeden Tierversuch zu führen ist, eine 
genaue Beschreibung des Tieres aufgenommen werden, die es ermöglicht, 
jedes Tier sicher wieder zu erkennen. Meerschweinchen lassen sich nach 
der Farbenverteilung ihres Haarkleides leicht beschreiben, meistens auch 
Kaninchen. Von der Zeichnung der Tiere mit Anilinfarben kann nur ab- 
geraten werden, da sich bei längerer Versuchsdauer die Farben verwischen 
und undeutlich werden. Für Mäuse und Ratten ist die Einzelunterbringung 
in Gläsern oder kleinen Käfigen am zweckmäßigsten. 

Dort, wo es sich nicht um die gleichzeitige Aufsammlung von Stoff- 
wechselprodukten handelt, sind am besten Käfige, die vollständig aus 
Metall gefertigt sind. Sie sind leicht zu reinigen und zu sterilisieren. 
Fig. 394 zeigt uns einen solchen Infektionskäfig, bestehend aus einem 
Blechuntersatz, an dem ein Drahtoberteil abnehmbar befestigt ist. Zwar 
etwas teurer, aber dafür besser für das Tier, sind Käfige, deren Unter- 
teil noch ein Drahtgitter besitzt, auf dem die Tiere sitzen. Diese Art von 
Käfigen haben auch eine Lade zur Aufnahme der Ausscheidungen. Dadurch 
werden die Tiere ständig trocken gehalten. Die Blechtasse bestreut man 
in dieker Schicht mit Torfmull oder Sägespänen. Die für größere Tiere 
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bestimmten Einzelkäfige sind gewöhnlich in der zuletzt angegebenen Art 
ausgeführt. In Fig. 395 sehen wir einen derartigen Kaninchenkäfig. 
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Fig. 395. 


In jeden Käfig kommt ein Gefäß mit Wasser, das einige Male des 
Tages zu erneuern ist. Das Futter wird den Tieren in Trögen gereicht, 
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die sich entweder an der Käfigwand befinden, wie es aus Fig. 395 ersicht- 
lich ist, oder noch besser in Ausschnitte der Seitenwand einfügen lassen, 
die nach dem Herausnehmen der Tröge durch Schieber geschlossen werden. 
Damit entfällt jedes Hineingreifen in den Käfig. 

Vögel werden am besten in den gleichen Käfigen gehalten, in denen 
man noch einige Querstäbe aus dickem Holz zum Aufsitzen anbringt. Bei 
Hühnern kann davon abgesehen werden. 

Die mit geimpften Tieren beschickten Käfige werden, wie schon an- 
gedeutet, in einem besonderen Raum auf Regalen untergebracht. Zwischen 
den einzelnen Käfigen genügt ein Raum von ca. !/; m, um sicher jede 
Krankheitsübertragung von einem Käfig in den anderen hintanzuhalten. 

Mäuse und Ratten werden am 
besten in breiten und hohen Gläsern 
gehalten, die mit einem durch Blei- 
platten beschwerten Gitterdeckel aus 
Metall verschlossen sind. In das Glas 
eibt man eine etwa 2—3 cm hohe Lage 
von Torfmull oder Sägespänen. Fig. 396 
veranschaulicht ein solches Mäuseglas 
mit Gitterdeckel. 

Infizierte Frösche, Salaman- 
der oder Schlangen werden entweder 
in größeren Glaswannen oder in Blech- 
gefäßen mit Gitterdeckel gehalten. Sie 
müssen reichlich Wasser zur Verfügung 
haben. 

Unter den genannten Bedingun- 
gen können natürlich nur solche Ver- 
suchstiere gehalten werden, bei denen 
keine weitere Übertragung des Infek- 
tionsmateriales durch den Käfigstaub 
auf den Menschen zu befürchten ist. 
Ist eine solche Gefahr vorhanden, wie beispielsweise bei Pesttieren, 
dann dürfen nur staubsichere Käfige zur Aufnahme des geimpften Tieres 
Verwendung finden. Solche Käfige wurden in verschiedenen Ausführungen 
angefertigt, die alle ihren Zweck erfüllen. Bei ihnen sind sämtliche durch 
Gitter verschlossene Öffnungen mit Wattefiltern versehen. Der Deckel des 
Käfigs ist staubdicht aufgepaßt. Außerdem haben diese Tierbehälter ein 
Fenster, um das Tier ständig beobachten zu können. Dasselbe ist in Metall 
gefaßt, durch ein Schutzgitter gesichert und mit Kautschukdichtungen 
staubsicher angesetzt. Es bedarf wohl nicht einer besonderen Erwähnung, daß 
solche Käfige vollständig aus Metall herzustellen sind. Für sie ist die runde 
Form am zweckmäßigsten. Infolge der angegebenen Bauart können sie entweder 
komplett in ein Desinfektionsmittel eingelegt werden oder nach Lösung der 
Fensterdichtung und Entfernung des Fensters im Dampf sterilisiert werden. 


Fig. 396. 
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Sämtliche Abfälle und Unratstoffe aus Infektionskäfigen sind 
entweder sofort zu verbrennen oder in ein kräftiges Desinfektionsmittel ein- 
zubringen. Auch die Käfige sind nach dem Gebrauch sofort einer gründ- 
lichen Desinfektion oder Sterilisation zu unterwerfen. 


Infektionsspritzen. 


Für Infektionszwecke sind ausschließlich Spritzen zu verwenden, die 
nur aus Glas und Metall gemacht sind, ohne Verwendung von Schrauben 
und Kittmassen. Die Spritzen müssen gegebenenfalls auch eine Sterili- 
sation durch Hitze ohne weiteres vertragen. Zur Injektion abgemessener 
Mengen von Bakterienaufschwemmungen sind verschiedene Spritzenmodelle 
ersonnen worden, die in zwei große Gruppen zerfallen: in solche, die 
einen Stempel besitzen und in solche, die stempellos sind. Die letzteren 
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Fig. 397. 


sind jedenfalls überall dort vorzuziehen, wo kein festes Gewebe der einge- 
spritzten Flüssigkeit größere Hindernisse entgegenstellt. 

Sehr handlich ist für die gewöhnlichen Infektionszwecke, wo es auf 
keine genauere Dosierung der verwendeten Menge ankommt, die bekannte 
Kochsche Spritze, welche aus einer in ganze oder halbe Kubikzentimeter 
geteilten Röhre besteht, die oben einen Schliff zum Ansatze des Gummi- 
ballons mit Metallhahn trägt und unten einen verengten Teil zum An- 
stecken der Kanüle. In Fig.397 ist eine derartge Spritze auf einem gläsernen 
Gestell liegend abgebildet. Man verwende ausschließlich Kanülen aus Platin- 
Iridium, welche den Vorteil der Unverwüstlichkeit und der Möglichkeit 
des unbeschadeten Ausglühens besitzen. Der abnehmbare Glaskörper der 
Spritze läßt sich nach jeder Art sterilisieren. Der Gummiballon, welcher 
auf den Hahnteil aufgesteckt wird, hat oben ein kleines Loch. Beim Ge- 
brauch wird die Kulturaufschwemmung bei verschlossenem Loch aufgesaugt 
und dann bei zugehaltener Ballonöffnung eingespritzt. 
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Für genauere Dosierungsversuche hat Klemensiewiez eine voll- 
ständig gläserne Spritze!) konstruiert, die ebenfalls sehr angenehm im 
Gebrauch ist und deren Körper noch zu der später angegebenen Dosierungs- 
methode ohne weiteres sehr gut verwendbar ist. Wie aus beistehender 
Durchschnittszeichnung ersichtlich ist (Fig. 398), besteht dieselbe aus einem 
genau kalibrierten, schmalen, langen Glasrohr, das entweder 1 oder 2 em: 
fabt. Dasselbe trägt eine Teilung, deren einzelner Zwischenraum 0'01 em: 
entspricht. An der unteren geschliffenen Verengung wird die Kanüle an- 
gesetzt. Der obere Teil ist konisch geschliffen. Hier wird der Glashahn 
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Fig. 398. 


aufgesetzt, der oben einen Kautschukballon trägt, der ein kleines Loch hat. 
Im übrigen ist der Gebrauch gleich wie bei der Kochschen Spritze. 

Auch die Strohscheinsche Injektionsspritze ist für bakterio- 
logische Versuche sehr brauchbar und einfach im Gebrauch. Fig. 399 
zeigt uns dieselbe. Sie besitzt ein gläsernes Spritzeneefäßß mit 1—5 cms 
Inhalt, das entsprechende Marken trägt. Oben hat dasselbe eine kleine 
Öffnung, unten den Ansatz zum Aufschieben der Kanüle. Darüber geschoben 
wird ein nicht vollständig anschließender Glaszylinder, der durch einen 


Fig. 399. 


Kautschukschlauch mit dem Spritzenkörper luftdieht verbunden wird. Beim 
Gebrauch gibt man dem Druckzylinder eine mittlere Stellune. wie es die 


0) 
Figur zeigt. Dann saugt man durch Hinaufziehen des Zylinders die Spritze 
voll, steckt die Kanüle an und preßt die Injektionsflüssigkeit durch lang- 
samen Druck ein. Für genauere Dosierungen ist dieselbe ungeeignet. 


') Diese Spritze ist bisher nicht publiziert. Herr Prof. Dr. Klemensiewiez ge- 
stattete mir, dieselbe hier zu beschreiben, wofür ich ihm bestens danke. Diese Spritze 
ist beim Mechaniker und Glasbläser Gustav Eger, Graz, Zinzendorfgasse, in tadelloser 
Ausführung erhältlich. 
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Durch die erst jüngst veröffentlichte Spritze mit einem verbesserten 
Druckansatze von Küster!) soll es gelingen, äußerst genaue Dosierungen 
vorzunehmen. Da ich sie nicht probierte, kann ich darüber kein Urteil 
fällen. Den Ausführungen des Autors entsprechend scheint sie sehr gut zu 
funktionieren. Da hier auch durch komprimierte Luft die Austreibung der 
Injektionsflüssigkeit erfolgt, gehört sie eigentlich zu den stempellosen Spritzen. 
Im übrigen sei auf die angezogene Originalarbeit verwiesen. 

Die Zahl der Stempelspritzen, die sich für unsere Zwecke eignen, 
ist eigentlich sehr gering. Darunter sind jene verstanden, bei denen ein 
Stempel aus Glas oder Metall unmittelbar auf die Injektionsflüssigkeit 
drückt. Sie sind dort am Platze, wo ein derbes Gewebe dem eintretenden 
Flüssigkeitsstrom ein bedeutendes Hindernis entgegensetzt. Hie und da 
kommt es vor, daß in diesem Falle die stempelfreien Spritzen versagen, 
da der durch den Kautschukballon erreichbare Luftdruck zu gering ist. 


1 
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Fig. 400. « 


Für weniger genaue Abmessungen ist für diese Zwecke am empfehlens- 
wertesten die „Rekordspritze“, bei der im gläsernen Spritzenkörper, an 
dem Metallfassungen angeschmolzen sind, ein tadellos eingeschliffener Metall- 
stempel auf die Flüssigkeit drückt. In Fig. 400 ist dieselbe wiedergegeben. 
Aus der Zeichnung sind die Einzelheiten ohne weiteres zu entnehmen. ?) 

Es wurden auch Spritzen mit eingeschliffenem Glasstempel 
gebaut, die zwar ebenfalls recht brauchbar sind, aber auch sehr ge- 
brechlich. 

Alle übrigen Konstruktionen mit Schrauben und Dichtungen aus 
Leder od. dgl., dann Spritzen mit Asbeststempeln sind für bakteriologische 
Zwecke nicht brauchbar. 


‘) E. Küster, Vorrichtung zur genauen Abmessung, Mischung und Injektion 
kleinster Flüssigkeitsmengen. Zentralbl. f. Bakt. I. Abt. Originale. Bd. 50. S.490 (1909). — 
Vgl. auch: Derselbe, Eine neue Saugvorrichtung für Pipetten zur genauen Abmessung 


kleinster Flüssigkeitsmengen. Zentralbl. f. Bakt. I. Abt. Orig. Bd. 40. S. 270 (1906). 
®2) L. Heim, Lehrbuch der Bakteriologie. 8.158. Enke, Stuttgart 1906. 
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Narkose. 


Bei den in der Bakteriologie vorkommenden Tierversuchen wird 
man nur in den seltensten Fällen eine Narkose vornehmen, zumal die hier 
in Frage kommenden Eingriffe verhältnismäßig geringfügiger Natur sind. 
Die Narkose ist nur bei größeren präparativen Arbeiten am und im Tier- 
körper indiziert und besonders bei wilden Tieren, die sich sonst kaum 
ohne Schädigung fassen lassen. Dies gilt besonders für Ratten und 
graue Mäuse. Zur Narkose verwendet man reines Chloroform. Eine 
besondere Maske braucht man auch für größere Tiere nicht. Es genügt, 
das Chloroform auf Watte zu bringen, diese in eine dem Kopfe des Tieres 
angepaßte einseitig offene Blechbüchse zu geben, darauf noch eine Lage 
reine Watte zu legen und diese beschickte Büchse dem Tiere über den 
Kopf zu stülpen. Kleine, in Gläsern gehaltene Tiere (Mäuse, Ratten) 
chloroformiert man am einfachsten durch Einträufeln von Chloroform auf 
die im Glase befindlichen Sägespäne oder Einwerfen eines mit dem 
Narkotikum getränkten Wattebausches. Eine Menge von !/,—!/, cm® 
Chloroform genügt für ein Mäuschen vollständig. Die Narkose tritt auber- 
ordentlich schnell ein. Bei jeder Narkose ist besonders darauf zu achten, 
daß nicht Schleimhäute des Tieres mit Chloroform bespritzt werden. 

Kaninchen und Hunde, besonders letztere, vertragen überaus 
große Morphiumdosen. Um eine möglichst ruhige Narkose einzuleiten 
und durchzuführen, ist es vorteilhaft, zirka eine Viertelstunde vor der 
Chloroformierung eine Morphiuminjektion subkutan zu geben. Einem er- 
wachsenen Kaninchen können ohne Schaden 30—70 mg Morphium, ent- 
sprechend dem Körpergewicht, unter die Haut gespritzt werden. 

Es sei aber nochmals besonders hervorgehoben, möglichst 
den Gebrauch der Narkose einzuschränken und nur dann zu 
betäuben, wenn sonst der Versuch überhaupt unmöglich ist. 
Beispiele aus der bakteriologischen Literatur lehren, daß mitunter die 
Empfänglichkeit für Injektionen durch die Narkose gesteigert wird, ein 
Umstand, der sehr zu beachten ist. 


Infektionsmethoden. 


Die Impfung durch die Atmungs- und Verdauungsorgane 
kann entweder bei dem intakten Tier oder auf operativen Wegen vor- 
genommen werden. Die Infektion durch Einatmung bewirkt man 
dadurch, daß man das Tier in einen gut schließenden Blechkasten gibt, 
in dem man eine Aufschwemmung des Infektionsmateriales in Wasser ver- 
sprayt oder Impfmaterial trocken verstäubt. Buchner!) hat einen zweck- 
mäßigen Bakterienspray konstruiert, den beistehende Fig. 401 im 
Schnitt wiedergibt. Er wird mit einem Doppelgebläse aus Kautschuk 


1!) H. Buchner, Einfacher Zerstäubungsapparat zu Inhalationsversuchen. Zentralbl. 
f. Bakt. I. Abt. Bd. 6. 5.274 (1889). 
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betrieben. Ein dieckwandiges Proberohr enthält einen Zerstäuber. Die 
zerstäubten Massen werden durch ein weiteres Rohr in den geschlossenen 
Kasten zum Tier geleitet. Auf diese Weise kommen nur die allerfeinsten 
Tröpfchen in den Infektionsraum, während die größeren Tröpfchen im 
Proberohr bleiben und wieder zerstäubt werden. Der Verbrauch an Auf- 
schwemmung ist auch ein dementsprechend minimaler. Man beschickt 
den genannten Zerstäuber mit höchstens 10 cm® flüssiger Kultur oder 
Kulturaufschwemmung. Der geschlossene Kasten für Meerschweinchen soll 
30—50 Liter Rauminhalt haben. Um eine gleichmäßige Verteilung der 
bakterienhaltigen Wassertröpfehen und eine 
Erneuerung der Luft im Kasten zu erreichen, 
kann eine größere Öffnung angebracht werden, 
die ein Wattefilter enthält. Man verwendet 
dazu die gewöhnliche, nicht entfettete Watte. 
Erst einige Zeit nach dem Stillstand des Zer- 
stäubers öffne man den Infektionsraum und 
entnehme das Tier, damit die Wassertröpfehen 
sich vorher samt und sonders an den Wänden 
und am Boden anlegen. Sonst kann man Ge- 
fahr laufen, sich selbst zu infizieren. 

Für Einatmungsversuche mit Pest- 
bakterien hat Martini!) einen besonderen 
Apparat angegeben, der einen sicheren Schutz 
dem Experimentator gewährt. 

Bei den Inhalationsversuchen mit 
bakterienhaltigem Staub werden entweder 
unmittelbar die getrockneten Bakterienkulturen 
oder bakterienhaltigen Substrate (Sputa, 
Eiter etc.) verrieben oder besonders fein- 
körniges Pulver (Bärlappsamen, Sporen von Bo- 
visten, Kohlenpulver etc.) mit Bakterienkulturen 
getränkt und nach dem Trocknen verstäubt. 
Man benutzt ebenfalls geschlossene kleine Be- 

_ hälter, in die die Tiere gebracht werden und 
Fig. 401. wo dann der bakterienhaltige Staub durch ein- 
seblasene Luft verstäubt wird. Staubdicht 
werden diese Behälter durch Wattedichtungen und Wattefilter gemacht. 

Bei den bisher genannten Infektionsmethoden wird das Haarkleid 
des ganzen Tieres infiziert. Deshalb müssen derartig geimpfte Tiere in 
vollständig geschlossenen Käfigen, wie solche als Pestkäfige auf S. 1277 
beschrieben sind, gebracht werden. Die Übertragung vom Infektionsraum 
in den Käfig soll möglichst mit Zangen vorgenommen werden, um einer 


') E. Martini, Über Inhalationspest der Ratten. Zeitschr. f. Hyg. u. Infektkr. 
Bd. 38. S. 332 (1901). 
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Selbstinfektion des Experimentators sicher vorzubeugen. Auch bei der 
späteren Sektion ist auf den Umstand besonders Rücksicht zu nehmen, 
dal) das ganze Tier auch äußerlich mit Bakterien beladen ist. 

Mit gutem Recht hat man gegen die bisher genannten Inhalations- 
versuche den Einwand erhoben, daß dabei sicher auch eine Unzahl von 
Bakterien verschluckt wird und auf den Schleimkäuten der Mundhöhle 
oder Nase und des Rachens kleben bleibt. Dementsprechend kann damit 
kein einwandfreier Inhalationsversuch gemacht werden. 

Um nun das Material sicher nur in die Lunge bzw. auf die 
Lungenschleimhaut zu verimpfen, legt man die Trachea frei und spritzt 
in diese unmittelbar den Infektionsstoff ein. Dabei ist natürlich eine 
Infektion der ÖOperationswunde sorgfältig hintanzuhalten. Bezüglich der 
Details bei der Ausführung dieser Methode sei auf die Angaben von 
A. Gramatschikoff verwiesen, die sich im 1. Band der Arbeiten aus dem 
pathologisch-anatomischen Institut zu Tübingen finden. 

Weit einwandfreier gelingt die Einbringung von Bakterienauf- 
schwemmungen in den Magen des Versuchstieres. Die Darreichung kann 
entweder mit Speisebrocken geschehen, die nach Koch, Gafky und 
Loeffler‘) in ihrem Innern die Bakterienkulturen enthalten, oder durch 
Einbringung von Kulturaufschwemmungen mit Hilfe eines durch den 
Schlund in den Magen eingeführten Rohres. Für die erstere Impfung 
bereitet man die Brocken in der Weise, daß man Kartoffelstückehen aus- 
höhlt, dann in die Höhlung das Infektionsmaterial gibt und die Öffnung 
wieder verschließt. Bringt man Säugern einen solchen Brocken auf den 
hinteren Zungenabschnitt, so wird derselbe sofort ungekaut verschluckt. 
Man kann mit flüssigen Kulturen unter Zusatz von Mehl auch einen 
Teig bereiten und aus diesem die Brocken formen, die, wie früher 
mitgeteilt, verfüttert werden. 

Die Impfung mit Hilfe der Schlundsonde wird folgendermaßen 
ausgeführt?): Das Meerschweinchen, um das es sich hier in erster Linie 
handelt, wird in Rückenlage auf einen Tierhalter gespannt. Ist ein Gehilfe 
zur Hand, so kann der Kopf frei bleiben. Arbeitet man allein, muß ein 
Halter verwendet werden, der den ÖOber- und Unterkiefer des Tieres 
auseinandergespreizt festhält. Im ersteren Falle schiebt man dem Tiere 
ein durchlochtes Brettchen in den Mund und entfernt die Kiefer durch 
Querstellen desselben. Dieses Brettchen besitzt eine geräumige Öffnung 
zum Durchführen der mittelharten Schlundsonde. In der angegebenen 
Lage wird das Brettchen samt dem Kopf entweder von einem Gehilfen 
festgehalten, oder der Operateur hält mit der einen Hand den Kopf fest 
und führt mit der anderen die Sonde ein, wie es in Fig. 402 abgebildet 
ist. Nun wird die ungefähr 3 mm starke Schlundsonde (aus Kautschuk) 


!) Koch, Gaffky und Loefler, Experimentelle Studien über die künstliche Ab- 
sch wächung der Milzbrandbazillen und Milzbrandinfektion durch Fütterung. Mitteilungen 
a.d. kais. Gesundheitsamt Berlin. Bd.2. S. 147 (1884). 

?2) Vgl.: R. Koch, Berliner klin. Wochenschr., Jg. 1885. 
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mit einer Marke versehen, bis zu welcher sie eingeführt werden soll. Man 
messe die Sondenspitze etwa fingerbreit unter dem Schwertfortsatz des 
Brustbeines ansetzend bis zu den Schneidezähnen des aufgespannten und 
gestreckten Tieres und markiere diese Stelle durch einen um die Sonde 
geknüpften Bindfaden. Das Ende der Schlundsonde wird mit einem 
Kautschukschlauch versehen, in den der Spritzenansatz gesteckt wird. Nun 
fettet man die Spitze der Sonde ein und führt sie durch das Loch des 
Brettehens hindurch vorsichtig ein. Die sofort auftretenden Schluckbewe- 
gungen des Tieres erleichtern die Einführung sehr. Das Infektionsmaterial 
kommt in eine der früher besprochenen, gläsernen Spritzen und wird langsam, 
bei größeren Quantitäten unter Einhaltung kürzerer Pausen in den Magen 


Fig. 402. 


des Tieres gepreßt. Zur Ausschaltung der Wirkung des sauren Magensaftes 
kann man vor der Einbringung der Bakterien eine Aufschwemmung von 
gebrannter Magnesia in Wasser!) durch die Schlundsonde geben. Zur 
Sistierung der Darmperistaltik injizierte Koch in die Bauchhöhle 
Opiumtinktur in einer Dosis von 1cm3 auf je 200 9 Meerschweinchen- 
körper. 

Die kutane Impfung?) erfolgt von der äußeren Haut aus durch 
leichtes oder stärkeres Einreiben des Impfmateriales. Es werden entweder 


!) Heim (Lehrb. d. Bakteriol. S. 169. Stuttgart 1906) empfiehlt Magnesia usta 
als weniger schleimhautreizendes Neutralisationsmittel. — Koch verwendete ursprünglich 
einige ae einer 5°/,igen Sodalösung. 

) Literatur bei F'. Fritsche, Versuche über Infektion durch kutane Impfung bei 
Tieren. er a. d. kais. Gesundheitsamt Berlin. Bd.18. S. 453 (1902). 
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unbehaarte Stellen des Tieres aufgesucht oder das Haarkleid durch vor- 
sichtiges Abschneiden, eventuell Rasieren, entfernt. Am besten sind jene 
Hautstellen, die das Tier weder kratzen noch lecken kann. 

Hier sei auch auf die Methode der Infektion durch Aufbringen von 
Bakterien auf die gesunde, leicht zugängliche Schleimhaut des Auges 
und der Scheide, eventuell der Nase hingewiesen. Über die Technik 
dieser Versuche braucht kaum etwas gesagt zu werden. 

Bei der subkutanen Infektion wird das Impfmaterial unter die 
Haut gebracht. Dies kann einerseits durch eine kleine Schnittwunde ge- 
schehen, andrerseits durch Einspritzung von Bakterienaufschwemmungen 
mit Injektionsspritzen. Auch hier wird man Stellen des Tieres bevor- 
zugen, die demselben weder durch Kratzen noch durch Lecken zugänglich 
sind. An der betreffenden Stelle wird durch Rasieren das Haarkleid sorg- 
fältig entfernt und eine lokale Desinfektion der Haut mit Alkohol 
(50—60°/,igem) vorgenommen. Nun macht man mit einem sterilen Messer 
einen kurzen, die Haut vollständig durchtrennenden Einschnitt oder hebt 
mit einer sterilen Federzange eine Hautfalte auf, die man mit der Schere 
einschneidet. Hierauf formiert man mit einem ausgeglühten, wieder aus- 
gekühlten kleinen Platinspatel eine Hauttasche, in die dann mit demselben 
Gerät Bakterienkultur eingebracht wird. Handelt es sich um einzubringende 
Gewebsstücke, werden sie mit einer feinen sterilisierten Federzange ein- 
geschoben. Die Hautwunde wird nun zugedrückt und am besten mit so- 
genanntem elastischen Kollodium sofort verklebt, sofern es sich um einen 
kleinen Schnitt handelt. Ist die Wunde größer, wird sie einfach vernäht. 

An weißen Mäusen wird immer an der Schwanzwurzel sub- 
kutan geimpft nach Anbringung eines kleinen Hautschnittes, der hier 
am besten mit der Schere gemacht wird. Die Schwanzwurzel wird trocken 
rasiert, dann mit wenig verdünntem Alkohol ohne starke Benetzung des 
Tierchens desinfiziert. Nunmehr hebt man mit einer sterilen Federzange 
über der Schwanzwurzel eine Hautfalte der Länge nach auf und zwickt 
sie mit der Schere quer ein. Ohne mit der Federzange auszulassen, ver- 
impft man mit der Platinnadel oder -Öse und drückt die Wunde zusammen. 
Hierauf verklebt man mit Kollodium. 

Auch die Hornhaut verschiedener Tiere eignet sich vorzüglich zur 
Infektion, da man in dem durchsichtigen Gewebe den ganzen Verlauf sehr 
gut studieren kann. Am einfachsten geschieht die Infektion der Cornea 
dadurch, dal man das Impfmaterial auf eine feine Nadel bringt und eine 
kleine Stichverletzung setzt. 

Für viele Zwecke ist auch die vordere Augenkammer ein sehr 
geeigneter Infektionsort. Die Ausführung ist aber nicht sehr leicht und 
muß sehr vorsichtig gemacht werden. Der Augapfel des Tieres wird 
kokainisiert. Nach Anfassen einer Bindehautfalte mit einer Klemmpinzette 
wird der Bulbus nach unten gedreht und mit einer Lanzette am oberen 
Rande der Cornea eingegangen, bis die Lanzenspitze in der Augenkammer 
sichtbar wird. Nun wird parallel mit der Iris bis zur Pupillenmitte weiter- 
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gegangen. Beim Herausziehen des Messerchens ist die Spitze desselben 
gegen die Hornhaut zu richten und langsam zurückzuziehen. Das Infektions- 
material kann nun durch eine Irisfederzange oder durch eine Spritze mit 
feiner Kanüle eingebracht werden. Man kann auch ohne Einschnitt durch 
Einführen einer dünnen Kanüle die Infektion vornehmen. In diesem Falle 
sticht man die Hohlnadel zuerst allein ein und läßt das Kammerwasser 
. abfließßen. Dann steckt man die mit dem Impfmaterial gefüllte Spritze an 
die Kanüle und injiziert. Um einen Überdruck in der Kammer zu ver- 
meiden, spritzt man höchstens soviel ein, als dem Fassungsraum derselben 
entspricht. Nach den Angaben von Manfredi und Viola!) dürfen in die 
vordere Augenkammer des Kaninchens 0'2—0'3 cm>, in die des Meer- 
schweinchens 0'1—0'2 cm3 eingeimpft werden. 

Sehr häufig wird die Infektion in die Bauchhöhle vorgenommen. 
Bei dieser ist besonders auf die Vermeidung von Verletzungen des 
Darmes und der Leber zu achten. Letztere vermeidet man dadurch 
sicher, daß man immer den linken Bauchteil des Tieres wählt. Bei der 
Verwendung stumpfer Hohlnadeln zur Einspritzung werden auch Darm- 
verletzungen meistens ausbleiben. Da die äußere Haut des Tieres der ein- 
dringenden Nadel den größten Widerstand entgegensetzt, ist es zweckmäßig, 
zuerst eine kleine Hautwunde anzulegen und in dieser mit einer stumpfen 
Kanüle einzugehen.?2) Die Ausführung einer Impfung in die Bauchhöhle 
wird kurz folgendermaßen ausgeführt: Das Tier wird mit dem Bauche 
nach oben auf einen Halter gespannt, dann auf der linken Bauchseite zuerst 
geschoren und dann in einem kreisförmigen Feld von ca. 3 cm Durchmesser 
rasiert. Hierauf desinfiziert man die rasierte Bauchhaut mit 60°/,igem 
Alkohol, hebt dann mit einer sterilen Pinzette eine kleine Falte der 
Haut auf und schneidet sie mit einer sterilen Schere ein. In der klaffen- 
den Wunde wird nun die stumpfe Kanüle eingestoßen, welche sehr leicht 
die Muskulatur durchdringt, und die Einspritzung vollzogen. Nach Ent- 
fernung der Kanüle verklebt man die kleine Wunde mit Kollodium. Meer- 
schweinchen lassen sich auch ohne Aufspannen leicht intraperitoneal ein- 
spritzen, wenn man einen Gehilfen hat, der das Tier zu halten versteht. 
Die eine Hand umfaßt die beiden hinteren Füße, während die andere das 
Tier vorne so faßt, daß der Kopf in der Hohlhand ruht. Wenn kein 
geschulter Gehilfe zur Hand ist, muß vor dem einfachen Halten gewarnt wer- 
den, da bei unruhigem Tier sehr leicht Darmverletzungen zustande kommen. 

Erwähnt sei hier noch die besonders für die intraperitoneale Infektion 
konstruierte Kanüle von Stevenson und Bruce®), bei deren Gebrauch 


%) L. Manfredi und P. Viola, Der Einfluß der Lymphdrüsen bei der Erzeugung 
der Immunität gegen ansteckende Krankheiten. Zeitschr. f. Hyg. Bd. 30. S. 64 (1899). 
Technik der Impfung. S. 66. Dort auch Literatur über Infektion der vorderen Augenkammer. 

2) Vgl. R. Pfeiffer, Die Differentialdiagnose der Vibrionen der Cholera asiatica 
mit Hilfe der Immunisierung. Zeitschr. f. Hyg. Bd. 19. S. 73, 91 (1895). 

>) W. F. Stevenson und D. Bruce, Eine neue Methode, Flüssigkeiten in die Bauch- 
höhle der Versuchstiere einzuspritzen. Zentralbl. f. Bakt. I. Abt. Orig. Bd. 9. S. 689 (1891). 
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Darmverletzungen ausgeschlossen sind. Dieselbe ist gekrümmt, wie 
aus Fig. 403 hervorgeht. Ihr Vorderteil (zwischen a und 5) ist massiv 
und endigt in eine scharfe Spitze. Die hintere Hälfte ist hohl. Dieser 
röhrenförmige Abschnitt mündet in 5 nach außen. c ist der Ansatz, in dem 
die Glasspritze eingesetzt wird. Beim Einführen dieser Nadel erhebt man 
mit dem Daumen und Zeigefinger eine Längsfalte der Bauchhaut ein- 
schließlich Muskulatur und Bauchfell und läßt dieselbe noch von einem 
Gehilfen ebenso halten. Dann sticht man die Nadel quer durch die Falte, 
bis die Öffnung 5 in die Mitte derselben zu liegen kommt. Nunmehr läßt 
man die Falte los. Die Nadel sitzt nun so, daß ihre Öffnung 5 frei in die 
Bauchhöhle ragt, während die Spitze sich außen befindet. Nun geschieht 
die Einspritzung. Nach derselben wird die Falte abermals gebildet und die 
Nadel entfernt. 

Bei den weniger häufig vorkommenden Infektionen in die Brust- 
höhle führt man die Kanüle der Injektionsspritze in einem Zwischen- 
rippenraum ein. Auch hier empfiehlt sich die Verwendung stumpfer Nadeln 
und die vorausgehende Änlegung einer kleinen Hautwunde, da bei diesen 
Impfungen sehr leicht schwere Verletzungen der Lungen und größeren 
Gefäße vorkommen. Auch 
bei dieser Art von Infektion 
ist das Haarkleid an der 
betreffenden Stelle zu ent- 
fernen und die Haut zu 
desinfizieren. 

Besonders bei grö- £ 
ßeren Tieren, wie Kanin- Fig. 403. 
chen, bewirkt man oft eine 
unmittelbare Infektion der Blutbahn. Zu dem Ende spritzt man das 
Infektionsmaterial in eine gestaute Vene. Beim Kaninchen nimmt man 
dazu die äußere Ohrvene, die sich bereits bei der der Einspritzung vorauf- 
gehenden Reinigung des Ohres meistens prall mit Blut füllt. Unmittelbar 
vor der Impfung komprimiert man dieselbe noch an der Ohrwurzel. Dann 
hält man das Ohr gegen das Licht und kann so sehr leicht durch die 
Haut eine feine Kanüle in die Vene in der Richtung des Blutstromes ein- 
stechen. 

Bei sehr stark pigmentierten Ohren ist es zweckmäßig, über der 
Vene ca. 2 cm lang die Haut vorher zu spalten. Bei kleinen Tieren prä- 
pariert man eine Vena jugularis (linke) aseptisch, klemmt sie gegen das 
Herz zu ab und führt die Kanüle in den gestauten Teil ein. Dann öffnet 
man die Sperre und spritzt ein. Vor Entfernung der Kanüle unterbindet 
man beiderseits von der Einstichöffnung. Das für die Einspritzung in die 
Blutbahn hergestellte Impfmaterial muß sehr gleichmäßig und fein in der 
Flüssigkeit verteilt sein, da keine größeren Krümeln und Brocken in die 
Gefäße eingeführt werden dürfen. 
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Dosierung des Impfmateriales. 


Um entweder die Widerstandskraft eines Tieres gegen eine bestimmte 
Infektion festzustellen oder die kleinste tödliche Dosis von einer Bakterien- 
art für ein bestimmtes Tier kennen zu lernen, ist es notwendig, die Menge 
des eingeführten Impfmateriales möglichst genau abzumessen. Eine absolut 
genaue Dosierung desselben ist undurchführbar, sei es auf dem Wege des 
Wägens oder volumetrischen Messens. 

Für die Bestimmung der Widerstandskraft eines Versuchs- 
tieres, gemessen an der Schwere der bei einer bestimmten Menge ein- 
geimpften Infektionsstoffes auftretenden Krankheitserscheinungen, ist eine 
möglichst genaue Kenntnis der Infektionsmenge erforderlich. Diese 
kann nur durch Zählung der eingeführten Bakterien ermittelt 
werden, unter der Voraussetzung der Möglichkeit, eine genau gemessene 
Flüssigkeitsmenge einverleiben zu können. Mittelst folgender Methode gelangt 
man hier zum Ziele. Da es sich hier nicht darum handelt, eine Tötung 
des Tieres durch die Infektion herbeizuführen, so wählt man kleine Dosen, 
die nachher auf 100 9 Körpergewicht berechnet werden. Um die Ver- 
mehrung der Bakterien in der Aufschwemmung hintanzuhalten, verwendet 
man als Aufschwemmunsgsflüssigkeit eine physiologische Kochsalzlösung und 
hält die Bakterienaufschwemmung vor der Injektion bei niederer Temperatur 
(8—10° C). Man stellt eine dünne Aufschwemmung her, die erfahrungs- 
mäßig in einer Dosis von 1 cm3 auf 100 g Körpergewicht das betreffende 
Tier noch nicht tötet. Nun wägt man 3 Versuchstiere und berechnet die 
Menge der zur Einspritzung kommenden Bakterienaufschwemmung, indem 
man auf je 100 9 Körpergewicht für ein Tier O'1 cm, für das zweite 0'05 em® 
und für das dritte 0'O1 cm3 der Rechnung zugrunde legt. Zweckmäßig 
wählt man möglichst gleich schwere Tiere aus. 

Nunmehr schreitet man zur Infektion. Das gefesselte Tier wird am 
Orte der Impfung geschoren, rasiert und mit 60°/,igem Alkohol gründlich 
desinfiziert. Zum Versuch verwendet man die in Fig. 404 abgebildete Ein- 
richtung, wenn es sich um Meerschweinchen oder noch kleinere 
Tiere handelt. Wir sehen hier den Spritzenkörper der Injektionsspritze 
nach Klemensiewiez (vel. S. 1279) als Bürette in ein Stativ eingeklemmt, 
fertig zur Injektion. Die Kulturaufschwemmung wird einfach nach Abnahme 
der beiden Kautschukdruckschläuche und Aufsetzen des Gummiballons durch 
Ansaugen gefüllt. Bei geschlossenem Glashahn wird die Kanüle mit dem 
(Gummischlauch angesetzt, der unmittelbar hinter der Kanüle liegende 
Schraubenquetschhahn geschlossen, dann an Stelle des Ballons wieder der 
Druckschlauch angeschlossen, der mit dem Preßluftgefäß in Verbindung 
steht. Letzteres ist eine geräumige Flasche, die einen doppelt durchbohrten, 
festsitzenden Kautschukstopfen trägt und etwa 10 cm hoch mit Wasser ge- 
füllt ist. Bei subkutanen Injektionen, die einen größeren Druck erfordern, 
ist ein Verbinden des Stopfens und der Schlauchenden mit Kupferdraht 
empfehlenswert. Der große Windkessel ist gewählt, weil so ein kräftiger, 
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eleichmäßig wirkender Druck zu erreichen ist. Durch den Stopfen geht ein 
bis zum Boden reichendes Glasrohr und ein kurzes, welches mit der Bürette 
verbunden ist. An das lange Rohr wird durch einen Schlauch ein Kaut- 
schukdoppelgebläse angeschlossen, wenn nur ein geringer Druck gebraucht 
wird, wie in unserem Falle einer intraperitonealen Injektion. Um ein Rück- 
steigen von Wasser zum Gebläse zu verhindern, ist ein Quetschhahn da- 
zwischen geleert. Braucht man einen großen Druck, so verwendet man eine 
zweite Flasche, welche unten einen Tubus besitzt, der einen durchbohrten 
Kautschukstopfen trägt. Die Bohrung enthält ein Glasrohr, das durch einen 


Fig. 404. 


langen Schlauch mit dem langen Rohre des Preßgefäßes in Verbindung 
steht. Die zweite Flasche wird voll mit Wasser gefüllt und entsprechend 
dem gewünschten Druck hochgestellt. Fig. 405 zeigt uns diese Einrichtung 
für großen Druck. Kommen größere Tiere zum Versuch, wie Kaninchen etc., 
die infolge ihres größeren Körpergewichtes auch größere Mengen eingespritzt 
erhalten müssen, so verwendet man an Stelle der genannten Spritze eine 
Bürette mit 50 cm® Inhalt, in Zehntel geteilt. In diesem Falle legt man 
zwischen Druckgefäß und Bürette einen Quetschhahn. Beim Ansaugen des 
Impfmateriales bringt man an Stelle des Druckgefäßes eine Gaswasch- 
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flasche. deren bis zum Boden reichendes Glasrohr mit der Bürette ver- 
bunden wird, wie es aus der Fig. 406 ersichtlich ist. Die Waschflasche 
wird mit einer Permanganatlösung oder verdünnter Schwefelsäure gefüllt 
und hat überdies noch eine Watteeinlage, so daß jede Infektionsgefahr für 
den Ansaugenden beseitigt ist. Weiter wird wie oben angegeben verfahren. 
Nachdem man genügend Druck gegeben und ein wenig Flüssigkeit aus der 
Kanüle in ein Schälchen austreten gelassen hat, führt man dieselbe in der 
früher beschriebenen Art und Weise, entsprechend der verwendeten Infek- 
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Fig. 405. Fig. 406. 


tionsmethode, ein, öffnet zuerst den Glashahn der Spritze (bei der Bürette 
den eingeschalteten @Quetschhahn), hierauf langsam den Schrauben- 
quetschhahn vor der Kanüle und läßt die berechnete Anzahl Kubikzenti- 
meter einfließen. Nun verschließt man den Schraubenquetschhahn und ent- 
fernt die Kanüle aus dem Tier. Hierauf läßt man sofort aus der Kanüle 
1/00 em® (bei der Bürette 1/,. cm?) Impfmaterial in ein Proberöhrchen ab- 
fließen, das 5 cm: gekühlte, sterile, physiologische Kochsalzlösung enthält. 
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Eine zweite Portion von ?/,.. em® kommt in 1 cm® 5°/,ige Formaldehydlösung. 
Verwendet man die Bürette, so bereitet man sich Erlenmeyerkolben mit 
50 cm® steriler Kochsalzlösung und 10 cem® Formaldehydlösung vor, in die man 
je !/,. em® Bakterienaufschwemmung einträgt. Durch gutes Umschütteln 
werden die Bakterien gleichmäßig verteilt. Dann gieftt man mit den in der 
Kochsalzlösung verteilten Bakterien Platten, und zwar je eine mit 01, 
05 und 1cm®, die man mit genauen Pipetten entnimmt. In den Platten 
werden dann die Keimzahlen bestimmt (siehe S. 1329). Impft man mehrere 
Tiere, so stellt man die nach jeder Infektion abzgenommenen Verdünnungen 
für die Zählung in den Eisschrank, um eine Vermehrung zu verhüten. 
Dann fertigt man die Platten nach Beendigung sämtlicher Injektionen an. Die 
in Formalinlösung eingebrachten Bakterien werden in der Blutkörperchen- 
zählkammer (siehe S. 1330) unmittelbar gezählt. 

Eine einfache Rechnung ergibt sofort die Anzahl der jeweilig einge- 
spritzten Bakterien. Bei unseren Verdünnungen ergibt sich für die Anzahl 
der eingeführten, noch vermehrungsfähigen Bakterien 

L K 
42:8 30,xd 100° 
wenn z die gezählten Bakterienkolonien bei Verwendung von 1cm® zum 
Plattenguß, d die Dosis in Kubikzentimetern auf 100 9 Körpergewicht und 
K das Körpergewicht des Tieres sind. 

Die Zählung der in die Formalinlösung eingebrachten Bakterien auf 

lcm® ursprünglichen Impfmateriales berechnet und mit der Anzahl der 


dem Tier einverleibten Kubikzentimeter Kulturaufschwemmung (d. 100 von 
der vorigen Formel) ergibt die Anzahl der überhaupt eingespritzten 
Bakterien. Die Differenz beider Bestimmungen gibt die Menge der nicht 
mehr vermehrungsfähigen verimpften Mikroben. 

Die angegebene Methode ist sicherlich auch nicht absolut genau. 
immerhin liefert sie aber ein klares Bild über die Beziehungen zwischen 
der Schwere der Infektion und der Anzahl eingebrachter vermehrungs- 
fähiger Bakterien. Außerdem sind hier die Fehler geringer als beim Wägen, 
selbst wenn dasselbe, wie es immer sein sollte, im geschlossenen Wäge- 
glas ausgeführt wird. Bei der Wägung hat man keinen Anhaltspunkt für 
den Wassergehalt der Kultur, für die mitgewogenen Stoffwechselprodukte 
und für die Menge vermehrungsfähigen und toten Materiales. Die Wägung 
kann nur zur groben Orientierung und als Vorversuch in Verbindung mit 
der Zählung bei Dosierungen berechtigte Anwendung finden. Zudem ver- 
sagt sie noch bei Flüssigkeitskulturen, die bei der obigen Methode ohne 
weiteres verwendbar sind. 

Ein möglichst genauer Dosierungsversuch zur Bestimmung 
der kleinsten tödlichen Dosis einer auf künstlichen Nährsubstraten 
wachsenden Bakterienart, um eine solche kann es sich natürlich nur han- 
deln, wird zweckmäßig durch eine Reihe von Vorversuchen eingeleitet, die 
zuerst festzustellen haben, ob die betreffende Bakterienart über- 
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haupt bei der beabsichtigten Infektionsmethode für die verwen- 
dete Tierart pathogen ist. Ist dies der Fall, dann wird man einen 
Dosierungsversuch machen mit einer abgewogenen Menge der Kultur, die 
durch eine bestimmte Zeit (24 Stunden) bei einer bestimmten Temperatur 
auf einem festen Nährboden gewachsen ist. Die Wägung nimmt man auf 
einer sehr genauen analytischen Wage vor, indem man etwas des 
Kulturrasens in ein tariertes, steriles Wägegläschen bringt, dieses so- 
fort luftdicht verschließt und nun wägt. Hierauf pipettiert man eine be- 
liebige, bekannte Menge physiologischer Kochsalzlösung dazu und verrührt 
die Bakterien sehr gut. Man berechnet nun den Gehalt von Milligrammen 
Kultur in dem Kubikzentimeter der Aufschwemmung. Nun bestimmt man 
das Gewicht der Versuchstiere und wählt solche von möglichst gleichem 
Gewicht aus. Nunmehr berechnet man die Menge der einzuspritzenden 
Aufschwemmung für 1009 Tierkörper. Gleich beim ersten Versuch nehme 
man eine größere Anzahl von Tieren und steigere die Dosis so weit, daß 
sicher mindestens das mit der größten Menge geimpfte eingeht. Mit der 
Aufschwemmung wird auch ein Zählversuch gemacht, der an- 
nähernd die 1mg Kultur entsprechende Anzahl verrmehrungs- 
fähiger Bakterien zu ermitteln hat. Für die zweite Versuchs- 
reihe, die weniger Tiere beansprucht (3—4), wählt man die durch den 
ersten Versuch ermittelte Dosis letalis minima als größte Gabe und stuft 
die Mengen in kleineren Intervallen als beim ersten Versuch ab. Der zweite 
Versuch kann analog dem ersten mit gewogenen, aber unter vollständig 
gleich gehaltenen Kulturen ausgeführt werden. Erst den dritten Versuch 
macht man unter Zuhilfenahme der oben mitgeteilten Zählmethode. Die 
hier in Betracht kommende Kulturmenge wägt man ebenfalls ab und ver- 
dünnt so weit, daß auf den Kubikzentimeter annähernd so viele vermeh- 
rungsfähige Zellen kommen, als der kleinsten tödlichen Dosis des zweiten 
Versuches entsprechen. Zur Berechnung verwendet man die Ergebnisse, 
welche die mit der Wägung verbundene Zählung des ersten Versuches er- 
geben hat. Dann macht man die Einspritzung in der angegebenen Weise 
und schließt sofort die genaue Zählung der Impfung an. Ein einfaches 
Beispiel wird dies sofort für alle Fälle klarstellen. 

Der Wägungsversuch I hat bei der Zählung beispielsweise 100.000 
Bakterien für 19 Kultur und als Dosis letalis minima 0'1 mg pro 100g 
Meerschweinchenkörper ergeben. Man wird demnach eine Menge von un- 
gefähr 2 mg gleichalteriger Kultur abwägen. Das Gewicht der im Wägeglas 
befindlichen Kulturmenge betrage 24 mg. Diese Menge wird nun mit 24 cm? 
physiologischer Kochsalzlösung versetzt und darin sehr gleichmäßig ver- 
teilt. Es entspricht 1 cm3 dieser Aufschwemmung 0'1 mg Kultur, also der 
kleinsten tödlichen Dosis. 4 Meerschweinchen erhalten Injektionen, das erste 
1 cm: auf 100g Körpergewicht, das zweite 0'8 cm3, das dritte 0'6 cm? und 
das letzte O'4cm3. Nach jedesmaligem Impfen wird auf die oben ange- 
gebene Weise die Keimzahl bestimmt. So erhält man durch diesen Ver- 
such schon enge Grenzen zwischen tödlicher und eben nicht tödlicher Dosis, 
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die noch mehr durch einen gleichen weiteren Versuch, dem der letzte zur 
Grundlage dient, eingeengt werden können. Dazu sei nur bemerkt. dal) man 
zu jedem Versuch einen frischen Ableger derjenigen Kultur zu verwenden hat, 
die zum ersten Versuch verwendet wurde und nicht etwa einen aus den Tieren 
der Vorversuche gezüchteten Stamm, da entweder eine Abschwächung oder 
Steigerung der Virulenz eingetreten sein könnte. 

Die aus dem mit der kleinsten tödlichen Dosis einge- 
geangenen Tier gezüchteten Kulturen finden nur bei den Virulenz- 
steigerungsversuchen Verwendung. Hier führt man die Dosierung 
gleich aus, doch mit Verwendung der aus den Tieren der Vor- 
versuche gewonnenen Kulturen. 

Werden für die genannten Experimente flüssige Kulturen ver- 
wendet, so verdünnt man eine bestimmte Anzahl Kubikzentimeter derselben 
mit einer genau gemessenen Menge physiologischer Kochsalzlösung. Dann 
wird wie mit den Aufschwemmungen verfahren und natürlich nur die 
Zählung nach jeder Impfung unmittelbar in Formalin und durch die Platte 
vorgenommen. 


Beobachtung und Sektion. 


Die infizierten Tiere werden genau beobachtet und alles Auffällige im 
Protokoll vermerkt. So ist besonders auf das Abnehmen der Freb- 
lust und das Benehmen des Tieres zu achten. Besonderes Augenmerk 
ist auf das Aussehen und Verhalten der Impfstelle zu richten. Dann 
müssen tägliche Bestimmungen des Körpergewichtes, der Tempe- 
ratur gemacht werden. Bei letzterer ist zu bemerken, daß sie auch nor- 
mal bei vielen kleinen Säugern großen Schwankungen unterliegt. Tempe- 
raturmessungen werden im Rektum gemacht. Will man sich über das Ver- 
halten der eingespritzten Bakterien in der Blutbahn orientieren, 
wird man bei kleinen Tieren aus kleinen Wunden des gut gereinigten 
und desinfizierten Ohres Blut entnehmen. Am besten ist es, nach 
Entfernung des Desinfektionsmittels mit ausgekochtem, sterilem Wasser 
mit der sterilen Schere ein kleines Stückchen Ohr abzukappen. Das zuerst 
ausgetretene Bluttröpfehen wird herabfallen gelassen, die übrigen mit der 
Öse aufgefangen und teilweise auf Nährsubstrate verimpft, teilweise mikro- 
skopiert. Bei größeren Tieren präpariert man aseptisch am Ohr oder an 
den Extremitäten kleinere Gefäße und entnimmt aus ihnen die Blutprobe. 
Wird viel Blut gebraucht, so legt man die Carotis frei, klemmt ab, bindet 
eine Kanüle ein und läßt durch diese das Blut in die sterile Proberöhre 
fließen. 

Die entweder in einem bestimmten Stadium der Infektion durch 
Nackenschlag oder Chloroform getöteten oder spontan eingegangenen Tiere 
werden der Sektion unterworfen. Für dieselbe wird das Tier möglichst 
bald nach dem Tode auf einem gewöhnlichen Brett aus weichem Holz, 
auf das einige Lagen Filtrierpapier gelegt werden, durch Festnageln der 
vier Extremitäten in Rückenlage gespannt. Wenn es sich um Pest- 
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versuche handelt, verwendet man Blechtassen, die Klammern zum Fest- 
halten des Tieres besitzen und samt dem Tier nach Beendigung der Sek- 
tion in einen Blechbehälter kommen, der mit Wasser gefüllt und verschlossen 
wird. Samt Inhalt kommt derselbe zur Desinfektion in einen größeren 
Autoklaven. Für die übrigen Infektionsversuche genügt es, das Brett mit 
dem aufgespannten Tier noch auf eine Blechtasse zu legen. Nun be- 
feuchtet man das Haarkleid des Tieres mit Wasser, rasiert die 
Bauchseite des Kadavers und desinfiziert sie mit 60°/,igem Al- 
kohol. Zur Sektion gebraucht man 1 Skalpell, 1 größere Schere, 1 kleine 
Schere, 2 Federzangen und für besondere Zwecke noch eine Knochenzange. 
Diese Geräte sterilisiert man vor dem Gebrauch durch Auskochen in 
Wasser und stellt sie in ein Glas mit 60°/,igem Alkohol so, daß die Griffe 
herausschauen. Hinein kommen auch die während der Sektion beschmutzten 
Instrumente zur vorläufigen Reinigung. Vor dem jeweiligen Gebrauch wird 
der Alkohol über der Flamme verdunstet. Vielfach glüht man die Instru- 
mente einfach in der Bunsenflamme aus. Davon ist abzuraten, da dieselben 
sehr schnell zugrunde gehen, dann elend schneiden und in heißem Zu- 
stande schlecht zu handhaben sind. Man mache es sich zur Regel, mit 
den Fingern das Tier überhaupt nicht zu berühren und das- 
selbe nur mit Zangen zu fassen. Bei sehr großen Tieren ist man ge- 
zwungen, mit den Händen zuzugreifen. In diesem Falle bediene man 
sich diehter Gummihandschuhe. wie bei pathologisch-anatomischen 
Leicheneröffnungen am Menschen. Auf den Seziertisch gehören noch einige 
Röhrchen mit Nährsubstraten, eine Platinnadel und Öse, 10 gereinigte 
Objektträger, auf einem Brettchen aufgelegt, ein weithalsiges Glas mit 
starkem Alkohol, ein Bunsenbrenner und ein Glasschreibstift. 

Nach der Sektion ist es bei Verwendung eines weichen Brettes am 
besten, das Tier samt demselben zu verbrennen. Größere Labora- 
torien besitzen eigene Verbrennungsöfen. Kleinere, einzelne Tiere (wie 
Kaninchen und Meerschweinchen) können auch in größeren Zimmeröfen 
verbrannt werden. Ist mangels einer Verbrennungsgelegenheit eine Beerdi- 
gung notwendig, dämpfe man Kaninchen und große Meerschweinchen durch 
mindestens 4 Stunden im Dampftopf oder halb so lange im Autoklaven 
vor dem Eingraben. Die Blechtassen, die übrigens bei richtig ausge- 
führter Sektion nicht beschmutzt sein dürfen, werden mit Lysol oder 
Lysoform desinfiziert. Das verwendete Instrumentarium wird zuerst 
in 5/,%/,iger Sodalösung ausgekocht und dann mechanisch gründlich ge- 
reinigt. | 

Die Sektion und Abimpfung von einem intraperitoneal infizierten 
Meerschweinchen wird folgendermaßen ausgeführt: Am gespannten und 
desinfizierten Tier wird ungefähr in der Mitte der Medianlinie eine Haut- 
falte mit der Federzange aufgehoben und mit der Schere eingeschnitten. 
Von dieser Öffnung aus durchtrennt man unter Mithilfe der Federzange 
mit der Schere, die stumpfe Spitze derselben vorschiebend, die Haut bis 
zum Kinn und bis zur Symphyse. Dann präpariert man die Haut seitlich 
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mit dem Messer ab, bis etwa zur Achselhöhle an der Brust und am ganzen 
Bauch. Die abgehobene Haut spaltet man durch einen zum ersten Schnitt 
senkrechten, der ungefähr die Mittellinie des Tieres halbiert. Dann werden 
die so erhaltenen 4 Hautlappen zurückgeschlagen. Nunmehr sengt man die 
etwa ins Operationsfeld gefallenen Haare mit dem Bunsenbrenner ab und 
eröffnet zuerst vorsichtig die Brusthöhle, ohne das Herz zu verletzen. 
Zu dem Ende durchtrennt man durch einen Scherenschlag das Brustbein 
oberhalb des Zwerchfellansatzes bis zu den Rippen. In die Spalte eingehend, 
durchtrennt man nun mit der Schere die Rippenknorpel bis zum Schlüssel- 
bein beiderseits. Das freigelegte Brustbein wird zurückgeschlagen. Mit der 
sterilen Pinzette faßt man die Herzspitze und geht mit der glühenden, 
kleinen Platinöse in den rechten Vorhof ein. Mit dem erhaltenen Bluts- 
tropfen legt man Kulturen an, eventuell entnimmt man noch einen 
zweiten Tropfen. Die Kulturen werden als H.-B.-(Herzblut-)kulturen be- 
zeichnet. Auch auf einem Objektträger streicht man einen Blutstropfen aus 
und bezeichnet ihn mit dem Farbstift. Dann wird ein Ausstrich von der 
Flüssigkeit der Brusthöhle gemacht. Mit der Schere wird ein kleines Stück 
Lunge abgekappt und damit ein Ausstrich auf einem Objektträger ge- 
macht. Ein zweites kleines Lungenstück kommt in die Flasche mit Alkohol, 
ohne aber den Hals oder Stopfen damit zu berühren. Nunmehr schreitet 
man zur Eröffnung der Bauchhöhle, die wieder am besten mit der Schere, 
von einer kleinen Wunde aus, geschieht. Man hebt mit der Federzange 
eine Falte der Muskulatur samt Peritoneum auf und zwickt hier ein. Dann 
geht man mit dem stumpfen Scherenteil ein und durchtrennt der Länge nach 
unter Mithilfe der Federzange die Bauchmuskulatur einschließlich Peritoneum. 
Dann durchtrennt man die Bauchdecken quer und schlägt die 4 Lappen 
zurück. Hierauf hebt man ohne Darmverletzung die Gedärme auf die 
rechte Seite des Tieres und reißt mit der Federzange von der zutage 
getretenen Milz ein Stück ab, von dem man mit der Platinnadel auf einen 
Nährboden abimpft und auf Objektträgern Ausstriche verfertigt. Auch von 
der Flüssigkeit der Bauchhöhle (Peritonealsaft = P. S.) wird mit der Öse 
eine Abimpfung gemacht und ein Ausstrich. Ein Stück Milz wird in Al- 
kohol eingelegt. Nunmehr fertigt man noch Ausstriche auf Objektträgern 
von der Leber und der Niere und legt Stücke derselben in Alkohol. 

Es braucht wohl nicht betont zu werden, daß auf die Veränderungen 
der einzelnen Organe sehr zu achten ist. Außerdem betrachte man genau 
die Veränderungen an den Lymphdrüsen in der Achselhöhle des Tieres, 
die schon bei der Präparation der Haut sichtbar werden. Man kann von 
ihnen auch Abimpfungen machen, soll bei Vergrößerung derselben minde- 
stens Ausstrichpräparate anfertigen. Wird die Sektion unterbrochen, so ist 
der Kadaver sofort mit einer Glasglocke (bei kleinen Tieren) oder mit 
einem fliegensicheren Drahtsturz zu bedecken. 

Die angegebene Sektionstechnik wird natürlich nach dem Zweck ab- 
geändert und den Verhältnissen angepaßt, paßt aber in den Grundzügen 
für die meisten Fälle. Hauptsache dabei ist, während der ganzen Sektion 
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keine fremden Bakterien in die Organe zu bekommen. Daher zuerst 
Abimpfuug des Herzblutes, dann erst Eröffnung der immerhin 
leichter verunreinigten Bauchhöhle, und auch hier sofortige 
Abimpfung, ohne viel die Därme mit der Zange zu berühren und hin- 
und herzuschieben. Die aus der Bauchhöhle gewonnenen Kulturen verwende 
man nur dann, wenn aus dem Blute keine zu erhalten waren. Aber dann 
prüfe man sie vor der Weiterverwendung gründlich auf ihre Reinheit. 


VII. Gewinnung und Züchtung pathogener Mikroben. 


Im folgenden ist die Gewinnung und Züchtung einer Anzahl patho- 
gener Bakterien angegeben, die zwar häufig vorkommen, aber doch bei 
ihrem Wachstum besondere Nährsubstrate oder äußere Bedingungen fordern. 
Von einer Vollständigkeit in bezug auf alle pathogenen Bakterien kann 
hier nicht die Rede sein. Für die Gewinnung und Züchtung sind nur 
wenige Methoden angegeben, diese führen aber sicher zum Ziele, wenn sie 
auch nicht neuesten Datums sind. 

Die Beschreibung der Bakterienarten mußte weggelassen werden, da 
es sich hier doch nur um eine gekürzte Wiedergabe derselben aus Hand- 
büchern handeln könnte. Außerdem ist eine kurze Beschreibung zur Be- 
stimmung und Erkennung einer bestimmten Bakterienart unzureichend. 
Schon an dieser Stelle sei auf das Handbuch der pathogenen Mikroorga- 
nismen von Kolle und Wassermann hingewiesen, das eine genaue Diagnose 
der pathogenen Mikroben enthält und überdies eine reiche Spezialliteratur 
bringt. 

In vielen Fällen ist es zweckmäßiger, sich für eine bestimmte Unter- 
suchung die betreffende Mikrobenart von einem bakteriologischen Labora- 
torium zu verschaffen. In diesem Falle überimpfe man die einlangenden 
Kulturen sofort auf einen frischen, passenden Nährboden. Außerdem 
sind sofort einige Tierversuche anzustellen, bzw. die Bakterienart durch 
ein empfängliches Tier zu schicken, um sie möglichst schnell wieder viru- 
lent zu haben. 

Betreffend den Aufenthalt der Kulturen beim Temperaturoptimum 
sei hervorgehoben, daß man ganz allgemein nie länger dieselben bei opti- 
maler Wärme züchtet, als bis eine reichliche Vermehrung stattgefunden 
hat. Dazu werden, von einigen Ausnahmsfällen abgesehen, meistens 2 bis 
3 Tage hinreichen. Dann kommen die Kulturen sofort in einen lichtdichten 
Kasten von Zimmertemperatur. Sehr gut ist es, die Wattebäusche mit 
einer Kautschukklappe zu überziehen, um eine Austrocknung und Eindickung 
des Nährsubstrates möglichst hintanzuhalten. Sämtliche Kulturen sind voll- 
ständig dunkel zu halten. 

Auf jeder Kulturröhre soll vermerkt sein: Der Name der 
Bakterienart, Tag und Stunde der Abimpfung und bei Ablegern aus Tier- 
versuchen eine Angabe über den Ort der Entnahme des verimpften Materials 
(Herzblut, Lungensaft, Milzsaft etc.). 
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Mierococeus meningitidis cerebrospinalis. 

Die Gewinnung geschieht aus dem meningitischen Exsudat, 
das zu Agarserumplatten verarbeitet oder auf solchen Platten ausgestrichen 
wird. Es wird ein 2°/,iger dextrosehaltiger Nähragar von neutraler Reaktion 
im Verhältnis von 2:1 mit menschlichem Blutserum bei 40° C gemischt 
und dann darauf verimpft. Das Temperaturoptimum liegt bei 36—37° C. 

Von den Versuchstieren erweist sich am empfänglichsten die weiße 
Maus. Man injiziert eine große Kulturmenge intrapleural oder in die 
Bauchhöhle. Die neuen Kulturen werden aus dem Exsudat der Brust- bzw. 
Bauchhöhle angelegt. 

Auch auf den übrigen eiweißhaltigen Nährsubstraten, wie neutralem 
Nähragar, Nährbouillon, Milch und Kartoffel, findet meistens ein ziemlich 
gutes Wachstum statt. Um aber sicher zu gehen, empfiehlt sich die Ver- 
wendung des erstgenannten Nährbodens. 

Bezüglich der Morphologie, Physiologie und Diagnostik dieser Bakterien- 
art sei auf die zusammenfassende Abhandlung von Weichselbaum ‘) und 
Kutscher ?2) verwiesen, wo sich auch eine erschöpfende Literatur findet. 


Mierococeus aureus (Rosenbach) Mig. (Staphylococcus pyogenes 
aureus | Rosenbach]). 


Auf der menschlichen Haut und den Haaren findet sich diese Kokken- 
art sozusagen regelmäßig. Außerdem in Luft, besonders von Ställen und 
Krankenräumen. Zur Gewinnung kann man Hautschüppchen in sterilem 
Wasser verreiben und zu Gelatineplatten verarbeiten. Er findet sich sehr 
häufig in Hautabszessen, aus denen er in der gleichen Weise isoliert wird. 
Er wächst auf allen eiweißhaltigen Nährsubstraten sehr gut und verlangt 
zu seinem optimalen Gedeihen eine alkalische Reaktion derselben. Nach 
Deelemann) kann als Optimum ein Zusatz von 0'78 cm? Normalsodalösung 
bzw. 0:68 cm® Normalnatronlauge auf 100 cm® Nährsubstrat gelten, das 
vorher neutralisiert wurde (Lackmuspapier als Indikator). Um einigermaßen 
sicher einen pyogenen ÄAureus zu erkennen, empfiehlt sich immer die 
Untersuchung auf Hämolysinbildung, die bei den pathogenen Formen 
mehr oder minder stark auftritt, niemals aber vollständig fehlen soll. 

Für Tierversuche verwendet man Kaninchen, denen 24stündige 
Bouillonkulturen intravenös eingespritzt werden. Bei mittelgroßen Ka- 
ninchen tritt der Tod nach 4—10 Tagen ein, wenn eine virulente Bouillon- 
kultur in einer Menge von ca. !/,, cm® in eine Vene injiziert wird. Abge- 
impft wird von den Organen, die herdförmige Infektionsstellen enthalten. 


1) 4. Weichselbaum, Meningokokken mit besonderer Berücksichtigung anderer bei 
akuter Meningitis gefundener Mikroorganismen. IV. Mierococeus meningitidis cerebro- 
spinalis. Kolle und Wassermann, Handbuch der pathog. Mikroorganismen. Bd. 3. S. 268. 
Fischer, Jena (1902). 

2) K. H. Kutscher, Epidemische Genickstarre. Kolle und Wassermann, Handb. d. 
path. Mikroorg. Ergänzungsbd. 1. S. 454. Fischer, Jena (1907). 

») M. Deelemann, Der Einfluß der Reaktion des Nährbodens auf das Bakterien- 
wachstum. Arbeiten a. d. kais. Gesundheitsamt. Bd. 13. S. 374 (1897). 
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Solche findet man häufig in der Niere. Micrococcus aureus muß oft über- 
impft werden, wenn er durch längere Zeit virulent und vermehrungsfähig 
erhalten werden soll. 


Micrococeus gonorrhoeae (Neisser) Flügge. (Gonococeus Neisser.) 


Zur Gewinnung desselben verwendet man möglichst frischen, aus der 
Urethra stammenden Trippereiter, in dem die mikroskopische Untersuchung 
den gewünschten Mikroben in großer Menge erkennen ließ. 

Der beste Nährboden ist ein Agar-Blutserumgemisch nach Wertheim '), 
das erhalten wird durch Vermischen von auf 40° C abgekühltem Fleisch- 
wasser-Pepton-Agar mit auf dieselbe Temperatur erwärmtem, flüssigem, 
sterlem Serum des Menschenblutes im Verhältnis von 2:1 (eventuell 
3:1). Nach raschem Mischen durch Heben und Senken des Röhrchens wird 
das Nährsubstrat in schräger Lage zur Erstarrung gebracht. 

Die Isolierung des Mikroben aus dem Eiter kann entweder durch 
den Agarplattenguß oder durch Ausstreichen vorgenommen werden. 
Nach Wertheim?) wird der Plattenguß in folgender Weise ausgeführt: Die 
eine bestimmte Menge menschlichen Blutserums enthaltenden Proberöhrchen 
werden mit dem Eiter infiziert, davon 2 Verdünnungen angelegt und sämt- 
liche Proben in ein Wasserbad von 40°C (nicht höher!) gebracht. Dann 
wird verflüssigter Fleischwasserpeptonagar auf die gleiche Temperatur ab- 
gekühlt und in doppelter bis dreifacher Menge zugesetzt. Die Flüssigkeit 
wird rasch gemischt und in Petrischalen ausgegossen. Die Züchtungstem- 
peratur liegt bei 36°C. 

Nach Kiefer 3) verarbeitet man den Eiter nicht zu Platten, sondern 
streicht ihn auf Agarserumplatten aus, noch besser auf schräg erstarrtes 
Agar-Serum-Gemisch. 

Wo die Beschaffung menschlichen Blutserums auf Schwierigkeiten 
stößt, kann man dasselbe nach Kiefer >) durch filtrierte Aszitesflüssig- 
keit des Menschen ersetzen, die bei 62° C im Proberöhrchen diskontinuier- 
lich sterilisiert wird. Nach dem genannten Autor verwendet man einen 
Agarnährboden von folgender Zusammensetzung: 31/,°/, Agar, 5°/, Pepton, 
2°/, Glyzerin und 0°5°/, Kochsalz. Nach Abkühlen desselben auf 50° werden 
gleiche Teile Aszitesflüssigkeit und Agar gemischt und in Petrischalen 
(oder Proberöhrchen schräg) erstarren gelassen. 

Als flüssiger Nährboden ist zu empfehlen eine Bouillon, die 
analog dem Wertheimschen Serumagar zusammengesetzt ist, dem- 
nach eine Mischung von 1 Teil menschlichem Blutserum und 2—3 Teilen 
Fleischwasserbouillon. Auch hier kann das menschliche Serum durch Aszites- 


') E. Wertheim, Die aszendierende Gonorrhöe beim Weibe. Bakteriologische und 
klinische Studien zur Biologie des Gonococcus Neisser. Archiv f. Gynäkologie. Bd. 42. 
H. 1 (183). 

°) E. Wertheim, Reinzüchtung des Gonococeus Neisser mittelst des Plattenver- 
fahrens. Deutsche med. Wochenschr. Nr. 50 (1891). j 

») Kiefer, Zur Kultur des Gonococcus Neisser. Berliner klin. Wochenschr. Nr. 15 
(1895). 
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flüssigkeit ete. bis zu einem gewissen Grade ersetzt werden, wenn sie auch 
keinen vollen Ersatz bietet (vgl. auch Neisser und Scholtz'). 

Da die Lebensfähigkeit des Micrococeus gonorrhoeae auf 
den künstlichen Nährsubstraten nur eine sehr kurze ist, so ist zur Er- 
haltung der Kulturen mindestens jeden 6. Tag eine Überimpfung auf einen 
frischen Serumnährboden vorzunehmen. 


Pseudomonas aeruginosa (Schröter) Mig. (Bacillus pyocyaneus). 

Wegen der großen Verbreitung dieses Mikroben in der Natur ist es 
nicht allzu schwierig, denselben in Reinkulturen zu erhalten. Er gedeiht 
auf allen neutralen Nährböden und kann mit dem Gelatineplattenverfahren 
ohne weiteres aus seinen Hauptfundstätten erhalten werden. Dies sind 
Dünger und Jauche, besonders solche aus Schweineställen. Außerdem be- 
kommt man mitunter den charakteristisch gelbgrün gefärbten und eigen- 
tümlich riechenden Pyocyaneuseiter als Ausgangsmaterial. Daraus geschieht 
die Gewinnung ebenso. Anfangs verflüssigen die Kolonien die Gelatine 
langsam, später rapid. Das Temperaturoptimum liegt bei 35° C. 

Für Tierversuche eignen sich vor allem Meerschweinchen, die 
intraperitoneal oder subkutan infiziert werden. Besonders empfindlich 
sind sie gegen den ersteren Infektionsmodus. 

In feuchten Agarkulturen bleiben die Zellen der Pseudomonas 
aeruginosa sehr lange Zeit vermehrungsfähig, wenn sie bei Zimmertem- 
peratur im Dunkeln und geschützt vor Vertrocknen aufbewahrt werden. 
Es genügt in diesem Falle eine Abimpfung von 4 zu 4 Monaten. 


Bacillus eoli Escherich. 


Der Kolonbazillus ist auf allen üblichen Laboratoriumsnährböden leicht 
zu züchten und hat sein Temperaturoptimum bei 35—37° C. Entsprechend 
seinem ständigen Wohnsitze empfiehlt sich die Gewinnung aus Fäzes 
der Säuger. Feste Fäzes werden mit sterilem Wasser zu einem dünnen 
Brei verrührt oder zerrieben und diese Aufschwemmung zu Gelatineplatten 
verarbeitet, die bei 20—22°Ü gehalten werden. Man verwendet Trauben- 
zuckernährgelatine. Schon nach 24 Stunden”zeigen sich die blattförmigen, 
weißen, derben Auflagerungen des Bacillus coli. Auch hier muß nach Rein- 
kultivierung der Kolonien, die für unsere Bakterienart charakteristisch 
sind, eine Reihe von Züchtungen gemacht werden, die die Diagnose „Ba- 
cillus coli“ sicherstellen müssen. Bezüglich der Differentialdiagnose sei auf 
die Ausführungen von Pfaundler ?) verwiesen, wo sich auch die einschlägige 
Spezialliteratur findet. 

Die weitere Züchtung geschieht auf Nähragar mit Zuckerzusatz ohne 
Anwendung eines besonderen Spezialnährsubstrates. 


1) A. Neisser und W. Scholtz, Gonorrhöe. Kolle und Wassermann, Handbuch der 
pathogenen Mikroorganismen. Bd. 3. S. 148. Fischer, Jena (1903). Dort auch Diagnose 
und reiche Literatur. 

2) M. Pfaundler, Morphologie und Biologie des Bacterium coli commune. Kolle und 
Wassermann, Handb. d. pathogenen Mikroorganismen. Bd. 2. S. 337. Fischer, Jena (1903). 
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Für Infektionen mit Bacillus coli erweisen sich besonders empfäng- 
lich Meerschweinchen und Kaninchen, denen am besten frisch aus 
Stuhl gezüchtete Bakterien in größerer Dosis in die Bauchhöhle eingespritzt 
werden. Besonders wirksam sind 24—-48stündige Bouillonkulturen. Zur 
Abimpfung auf Bouillon verwendet man etwas vom Peritonealsaft oder 
von Nierenstückchen des eingegangenen Tieres. 


Bacillus suipestifer. 


Der Erreger der Schweinepest ist in bezug auf die Nährsubstrate 
durchaus nicht wählerisch. Er wächst auf allen üblichen Laboratoriumsnähr- 
böden, einerlei ob dieselben neutral, leicht sauer oder alkalisch sind. Auch 
die Züchtungstemperatur spielt keine große Rolle, denn sie gedeihen zwischen 
22 und 38°C ausgezeichnet. 

Als besondere Fundstätten für die Gewinnung des Bacillus 
suipestifer seien hervorgehoben die Milz und die Mesenterialdrüsen an 
Schweinepest erkrankter Schweine. In sehr rasch verlaufenden Fällen gelingt 
mitunter die Reinzucht auch aus dem Herzblute des eingegangenen Tieres. 
Um sicher zu gehen, gieße man aber immer auch Platten bzw. stelle man 
Abimpfungen auf Nähragar her, von dem Milz- und Drüsensaft. 

Zu Tierversuchen eignen sich von den kleinen Versuchstieren am 
besten die weiße Maus, das Meerschweinchen und Kaninchen. Be- 
sonders empfänglich sind letztere, die nach subkutaner Injektion sehr 
kleiner Kulturmengen (/,.. em® Bouillonkultur) innerhalb von 3—6 Tagen 
verenden. Die üppigsten Kulturen erhält man vom Milzsafte, während aus 
dem Herzblut gewöhnlich nur wenige Kolonien angehen. Mäuse infiziert 
man ebenfalls subkutan. Der Tod derselben erfolgt innerhalb von 4 bis 
7 Tagen. Die Abimpfungen erfolgen von der Milz. Fast ebenso empfänglich 
wie das Kaninchen für die Infektion mit Schweinepestbazillen ist das Meer- 
schweinchen, das sowohl nach subkutaner als auch intraperitonealer 
Injektion von frischen Kulturen des Bacillus suipestifer innerhalb einiger 
Tage zugrunde geht. Auch hier impft man am besten von der Milz ab, 
verwendet aber nicht zu spärliche Milzmengen zur Übertragung auf schräg 
erstarrten Nähragar. 

Die Bazillen der Schweinepest werden leicht in Kulturen wachstums- 
fähig und virulent erhalten, wenn dieselben vor Licht geschützt aufbewahrt 
werden. Es genügt eine Übertragung von 2 zu 2 Monaten auf frische Nähr- 
böden, wenn man sicher gehen will. 

Über die Biologie und Morphologie des Bacillus suipestifer vgl. E. Soest, 
Schweinepest, in Kolle und Wassermann, Handbuch der pathogenen Mikro- 
organismen. Bd. 3. S. 622. Hier auch sehr viel Literatur. 


Bacillus typhosus Gaffky. 


Für die Gewinnung des Typhusbazillus aus der Typhusleiche 
empfiehlt sich als Ausgangsmaterial die Milz, die als klassische Fund- 
stelle angegeben werden kann. Mit dem Milzsaft können bei aseptischer 
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Entnahme bald nach dem Tode unmittelbar Röhrchen mit Nähragar be- 
impft und bei 37°C gehalten werden. So kommt man meistens zu einer 
Reinkultur, die der Sicherheit wegen noch einmal durch eine Gelatine- 
platte geschickt wird. Hierzu verwendet man die gewöhnliche Nährgela- 
tine. Die Platten werden bei 20—22°C gehalten. Schon schwieriger ge- 
lingt die Gewinnung von Typhusbazillenreinkulturen aus den Stuhlent- 
leerungen Erkrankter. Am besten gelingt dieselbe aus dünnflüssigen 
oder breiigen Entleerungen, die entweder zu den üblichen Verdünnungs- 
platten verarbeitet werden oder mit denen Oberflächenausstriche auf 
erstarrter Nährgelatine oder -Agar gemacht werden. Bei Agarnährböden 
ist darauf zu achten, daß die Oberfläche frei von Kondenswasser ist, was 
man leicht dadurch erreicht, daß man die Platten etwas im Brutschrank 
austrocknen läßt und dann erst verarbeitet. Die zarten und bläulich iri- 
sierenden kleinen Kolonien entsprechen meistens denjenigen des Typhus- 
bazillus.. Eine Verwechslung mit alkalibildenden Bakterienarten und aty- 
pisch wachsenden Colibazillen kann sehr leicht vorkommen, weshalb eine 
sehr genaue Prüfung der gewonnenen Kulturen durch verschiedene Züchtungs- 
methoden im Verein mit der Agglutinationsprobe vorgenommen werden muß. 
Es würde zu weit führen, hier die gesamte bakteriologische Typhusdiagnose 
auszuführen, weshalb diesbezüglich auf die Ausführungen F. Neufelds') in 
Kolle und Wassermanns Handbuch der pathogenen Bakterien verwiesen sei. 

Auch aus dem Gewebesaft der Roseolen Typhuskranker gelingt 
meistens die Gewinnung von Reinkulturen des Typhusbazillus. Nach den 
Untersuchungen von Neufeld®) dient zur Gewinnung der ersten Kultur, 
die mitunter noch Verunreinigungen enthält, ein flüssiger Nährboden, 
Nährbouillon oder das mit Bouillon vermehrte Kondenswasser 
von Röhrchen mit schräg erstarrtem Nähragar. Nach dem ge- 
nannten Autor wird die den Roseolafleck tragende „Hautstelle ohne 
starkes Drücken und Reiben mit einem in Alkohol und Äther getauchten 
Wattebausch gereinigt, alsdann mit einem spitzen Skalpell oder einer 
Impflanzette ein seichter Einschnitt in die Roseola gemacht; nun kratzt 
man, bevor noch der erste Blutstropfen hervordringt, mit der Spitze des- 
selben Messers etwas Gewebssaft aus der kleinen Wunde heraus und bringt 
diesen sofort in Bouillon; aus dem Röhrchen bringt man mit der Messer- 
spitze einige Tropfen Bouillon auf die Wunde, um die hervorquellenden 
Blutstropfen sogleich zu verdünnen; dieselben werden dann ebenfalls in 
Bouillon oder in das Kondenswasser von Agarröhrchen, wie oben be- 
schrieben, verimpft.“ Man verwende möglichst frisch angegangene Roseola- 
flecke und verarbeite immer mehrere Roseolen in der angegebenen Weise. 


') F. Neufeld, Typhus. Kolle und Wassermanns Handb. d. pathog. Mikroorganismen. 
Bd. 2. S.204. Fischer, Jena (1903). Hier auch Literatur über die wichtigsten diagnosti- 
schen Methoden mit kurzer Angabe derselben. 

?) F. Neufeld, Über die Züchtung der Typhusbazillen aus Roseolaflecken, nebst 
Bemerkungen über die Technik bakteriologischer Blutuntersuchungen. Zeitschr. f. Hyg. 
und Infektionskh. Bd. 30. S. 498 (1899). 


1302 Franz Fuhrmann. 


Hier angeführt sei noch die Methode von Schmiedicke‘), bei der die 
vorher gereinigte Roseolenhaut über dem Fleck unblutig abgeschabt wird. 
Die schichtenweise abgekratzten Gewebsteile kommen in Nährbouillon. Nach 
dem Auswachsen der Bakterien werden von der Bouillonkultur zur Ge- 
winnung von Reinkulturen Platten gegossen, was auch für die Neufeld- 
sche Methode gilt. 

Die weitere Züchtung der gewonnenen Reinkulturen gestaltet sich sehr 
einfach auf dem üblichen Nähragar oder Bouillon, wobei jedoch bemerkt 
sei, daß eine allwöchentliche Überimpfung auf einen frischen Nährboden ge- 
boten ist. Das Temperaturoptimum für die Züchtung liegt bei 35—37° C. 

Für die Tierpassage eignen sich Meerschweinchen, die mit 
größeren Dosen (3—5 mg auf 100g Körpergewicht) intraperitoneal 
geimpft werden. Kulturen werden vom Herzblut, dem Milzsaft und dem 
Peritonealexsudat angelegt. 


Bacillus oedematis Liborius. 


Der Ödembazillus ist weit verbreitet und findet sich vornehmlich 
in den oberen Schichten von Gartenerde, im Zimmerstaub, im 
stehenden fauligen Wasser und im Darminhalt von Pflanzen- 
fressern. Er ist obligat anaärob und ist deshalb in der Wasser- 
stoff- oder Kohlensäureatmosphäre zu züchten oder in Stichkul- 
turen in hoher Schicht. Als Nährsubstrate finden Verwendung neutrale, 
traubenzuckerhaltige Nährbouillon, eben solche Gelatine und solcher 
Agar. Bedeutend verbessert wird das Wachstum durch Zusatz von 0'3 bis 
0:5°/, ameisensauren Natrons. Das Temperaturoptimum liegt bei 
35—37°C. 

Entsprechend dem natürlichen Infektionsmodus wird bei der Gewin- 
nung dieser Bazillen aus den obgenannten Substraten in der Weise ver- 
fahren, daß man eine kleine Quantität davon einer weißen Maus sub- 
kutan einverleibt. Unmittelbar nach dem Tode des Tieres impft man 
vom Herzblut ab und schickt die erhaltenen Kulturen dann durch die 
Platte. Soll von einem an malignem Ödem gefallenen größeren Tier (Pferd) 
eine Reinzucht gewonnen werden, so verwendet man zur Aussaat steril 
entnommene Ödemflüssigkeit, da sich kurz nach dem Tode im Blut und 
in den inneren Organen keine Bazillen finden. Liegt der Kadaver schon 
über 12 Stunden, so sind bereits sämtliche Organe davon überschwemmt. 

Sehr geeignet für Tierversuche ist auch das Meerschweinchen, 
das besonders in der Jugend eine außerordentliche Empfindlichkeit für 
Ödembazillen zeigt. Die Impfung geschieht auch hier subkutan. 

3ezüglich der Literatur und Diagnostik sei auf die zusammenfassende 
Darstellung von Jensen?) verwiesen. 


!) F. Neufeld, Typhus. Kolle und Wassermanns Handb. d. pathog. Miktoorau 
Bd.-22S: 248, Fischer, Jena (1903). 

®) 0. O. Jensen, Malignes Ödem. Kolle und Wassermanns Handb. d. pathog. Mikro- 
organismen. Bd. 2. S. 619. Fischer, Jena (1903). 
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Bacillus tetani Niecolaier. 


Als Hauptfundstelle für diesen Bazillus kann Gartenerde und ge- 
düngtes Ackerland gelten. Die Isolierung aus den genannten Proben 
geschieht am besten unter Einschaltung eines Tierversuches, zu dem 
Kaninchen oder Meerschweinchen verwendet werden. Am rasierten Rücken 
(auch Bauch) des betreffenden Tieres hebt man eine Hautfalte auf und 
schneidet sie mit der Schere ein. Dann macht man mit einem Spatel 
oder Glasstab eine Hauttasche, in die man einige Gramm Erde einfüllt 
und hierauf durch eine Naht verschließt. Schon nach 1—2 Tagen zeigen 
sich bei gelungener Infektion die ersten Tetanussymptome an den in der 
Nähe der Impfstelle gelegenen Muskeln, die starr werden. Sofort nach 
dem Tode des Versuchstieres eröffnet man den Eiterherd an der Impf- 
stelle und streicht mit der Platinöse davon etwas auf schräg erstarrtem 
Nähragar aus, entsprechend dem Verfahren von Kitasato.!) Die beschickten 
Röhrchen werden bei 37°C 1-—2 Tage gehalten. Diese Mischkulturen 
werden nun ®/,—1 Stunde lang im Wasserbad auf 30°C erhitzt und nach- 
her zu Gelatine- oder Agarplatten verarbeitet. Zu beachten ist, dab 
die so von den vegetativen Bakterien gereinigten Tetanusbazillensporen 
in einen sauerstofffreien Nährboden kommen. Zu dem Ende werden die 
Gelatineröhrchen im Dampftopf unmittelbar vor der Verimpfung durch 
ı/,—1 Stunde gekocht, dann auf 40° abgekühlt, verimpft und zu Platten 
rasch verarbeitet. Diese kommen in den auf 8.1244 beschriebenen 
Zuchtapparat für Anaöroben. Am besten ist es, in der Wasser- 
stoffatmosphäre zu züchten. Das Wachstum bei 22°C auf Gelatine ist 
sehr langsam, denn erst nach ca. 5—6 Tagen sind die ersten kleinen 
Kolonien zu sehen. Dieselben sind wenig durchscheinend, im Zentrum 
dicht und von einem feinen Strahlenkranz umsäumt. Die Gelatine wird 
langsam verflüssigt. Von den Kolonien werden im hohen Agar Stich- 
kulturen angelegt, die bei 37°C gehalten werden. Nach Kitasato eignet 
sieh zur Zucht besonders leicht alkalischer Nähragar mit einem Zusatz 
von 2°/, Dextrose. Das gleiche gilt für Nährgelatine und Bouillon. 

Zur raschen Gewinnung von Sporen in größerer Menge züchtet man 
den Bazillus in zuckerfreier Bouillon oder auf Blutserum (vgl. 
Lingelsheim). Die Sporen sind sehr widerstandsfähig und halten sich, 
vor Licht geschützt aufbewahrt, jahrelang im Laboratorium ent- 
wicklungsfähig und virulent. Es empfiehlt sich, dieselben zur Aufbewah- 
rung an Seidenfäden, sterilisierte Holzsplitter oder auf Filtrierpapier an- 
zutrocknen. 

Zu Infektionsversuchen eignen sich von kleinen Versuchs- 
tieren die Maus, das Meerschweinchen und Kaninchen. Die Impfung 


1) S. Kitasato, Über den Tetanusbazillus. Zeitschr. f. Hyg. und Infektionskrankh. 
Bd.7. S.225 (1889). 

2) v. Lingelsheim, Tetanus. Kolle und Wassermanns Handb. d. pathog. Mikroorga- 
nismen. Bd.2. S. 567. Fischer, Jena (1903). 
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erfolgt subkutan. Auch bei der Verwendung von Reinkulturen ist immer 
von der aseptisch eröffneten Impfstelle die weitere Kultur anzulegen. 


Bacterium anthracis (Koch) Mig. 


Der Erreger des menschlichen und tierischen Anthrax ist ein a@rober 
Mikroorganismus, der dementsprechend am üppigsten unter freiem 
Zutritt des Luftsauerstoffes gedeiht, obgleich eine kümmerliche 
Vermehrung desselben auch unter vermindertem Sauerstoffzutritt zu beob- 
achten ist. Die günstigste Temperatur für die Vermehrung und Sporen- 
bildung liegt zwischen 30 und 40° C (35—37°). Bacterium anthracis 
läßt sich auf allen üblichen eiweißhaltigen Laboratoriumsnährböden kulti- 
vieren, sofern deren Reaktion neutral oder besser schwach alkalisch 
ist. Die Isolierung wird mittelst des Gelatineplattenverfahrens vor- 
genommen. Zur Verwendung kommt eine neutrale Nährgelatine. Als Aus- 
gangsmaterial verwendet man bei Tierleichen das Blut oder die Gewebe- 
säfte, besonders Milzsaft. Schon nach 2—3 Tagen zeigen sich auf der 
Platte die für den Anthraxerreger typischen Kolonien, die ein sehr lockeres 
Gefüge aufweisen. Vom dicken zentralen Teil der Kolonie gehen feine, 
gewundene und verschlungene Ausläufer ab. In der Umgebung findet eine 
langsame Verflüssigung der Leimgallerte statt. Etwas schwieriger ist die 
Gewinnung von Tierfellen, Hadern, Stroh oder Wasser u. dgl. 
da die genannten Objekte neben den geringen Mengen von Milz- 
brandsporen große Quantitäten anderer Bakterien beherbergen, die 
gewöhnlich bei der Zucht bei Zimmertemperatur, wie es das Gelatinever- 
fahren erfordert, schneller und üppiger gedeihen, als die spärlichen An- 
thraxbakterien. In diesem Falle kann man nach dem Vorgang von Gruber!) 
verfahren und durch eine 1/,—/,stündige Erhitzung auf 60—70° C der 
wässerigen Aufschwemmung des Materials die vegetativen Bakterienformen 
vernichten und dann die Aufschwemmung einem empfänglichen Tier (Maus, 
Meerschweinchen) subkutan einspritzen. Selbstverständlich kann sie auch zum 
Plattenguß verwendet werden. Um den Tierversuch einwandfrei auch bei 
gleichzeitiger Anwesenheit von Sporen des Erregers des malignen 
Ödems neben den Anthraxsporen ausführen zu Können, hielt Gruber (]. c.) 
eine Aufschwemmung des zu untersuchenden Materials streng anaerob 
bei 37°C durch einige Zeit, worauf die Erhitzung auf 60—70° © erfolgte. 
Dabei werden die gekeimten Ödemsporen sicher ausgeschaltet. Die er- 
haltenen Reinkulturen werden auf Nähragar und Nährbouillon weiter- 
gezüchtet. 

Für die Gewinnung reichlich Sporen enthaltenden Materials sei auf die 
von Sobernheim 2) empfohlene Methode Turros®) hingewiesen, nach welcher 


1!) Gruber, Österreich. Sanitätswesen. Bd. 8 (1896). 

?) @. Sobernheim, Milzbrand. Kolleund Wassermann, Handbuch d. pathog. Mikroorg. 
Bd. 1. S.2i (1903). 

3) R. Turr6, Contribucion ad estudio de la esporulacion del bacillus anthraeis. Gaceta 
medica catalana (1891). Ref. Zentralbl. f. Bakt. I. Abt. Bd. 10. S. 91 (1891). 
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Aufschwemmungen des Milzbrandbakteriums auf Agarplatten ausgegossen 
werden. 

Das gebräuchlichste von den empfänglichen Tieren ist die weiße 
Maus und das Meerschweinchen, welche subkutan geimpft werden, 
Für die Gewinnung eines Sporenvorrates, der sich trocken unter Luft- 
abschluß jahrelang virulent und lebensfähig aufbewahren läßt, kann man 
aus einer sporenreichen Kultur Material auf ausgekochten Seidenfäden 
(ca. 2cm lang) antrocknen. Diese werden in dickwandigen Proberöhrchen 
aufgehoben. Zur Neuzucht ist es am besten, einen Faden auf die schräge 
Fläche eines Agarröhrchens zu legen und im Brütschrank die Sporen 
keimen zu lassen. Von der erhaltenen Kultur impft man eine weiße Maus, 
aus deren Herzblut die neue Reinkultur gezüchtet wird. 


Bacterium avisepticum. 


Der Erreger der Geflügelcholera oder Hühnerpest läßt sich auf allen 
üblichen Nährsubstraten bei Zimmer- und Brüttemperatur leicht züchten. 
Aus dem Vogelkadaver erlangt man durch Ausstreichen des steril ent- 
nommenen Herzblutes oder der ebenso gewonnenen Säfte der Organe (Milz, 
Lunge, Leber etc.) auf die schräg erstarrte Agarfläche meistens ohne 
weiteres Reinkulturen. Auf den von dieser Kultur angelegten Nährgelatine- 
platten zeigen sich in kurzer Zeit die kleinen, tröpfehenförmigen, durch- 
scheinenden, feuchten Kolonien, die den Nährboden nicht peptonisieren. 

Als Versuchstiere eignen sich besonders Hühner und Tauben, 
denen man miminale Mengen junger Kulturen in den Brustmuskel 
einspritzt. Bei der Sektion verimpft man steril entnommenes Blut aus 
dem Herzen. 

Die Literatur findet sich bei Th. Kitt in Kolle und Wassermanns 
Handbuch.?) 


Bacterium diphtheriae (Loeffler) Mig. 


Für die Gewinnung und Züchtung der Diphtheriebakterien dienen in 
erster Linie folgende Nährsubstrate : 

a) Der Blutserumnährboden nach Deck.?2) In 100 cm gewöhn- 
licher Nährbouillon werden 2 y reines Dextrin gelöst und dann 150 cm® 
Hammel- oder Rinderserum zugesetzt, in Röhrchen ausgefüllt und bei 70° © 
zum Erstarren gebracht. Dieser Nährboden unterdrückt oder hält zumindest 
das Wachstum der Mundbakterien zurück, besitzt also eine elektive Wirkung. 

b) Agarblutserum nach Kscherich.®) 2 Teile Nähragar mit 6°/, 
Glyzerin und 1°/, Dextrosegehalt werden mit einem Teil Rinderblutserum 


1) Th. Kitt, Septikämie der Vögel (Hühnercholera). Kolle und Wassermann, Hand- 
buch d. pathog. Mikroorg. Bd. 2. S. 543. Fischer, Jena (1903). 

?) M. Beck, Bakteriologische Untersuchungen über die Ätiologie der menschlichen 
Diphtherie. Zeitschr. f. Hygiene und Infektionskr. Bd. 8. S. 434 (1890). 

3) Th. Escherich, Ätiologie und Pathogenese der epidemischen Diphtherie. I. Der 
Diphtheriebazillus. Wien (1894). 
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gemischt und nach dem Erstarren in der Eprouvette beimpft oder nach 
Einsaat der Bakterien zu Agarplatten verarbeitet. 

c) Alkalischer Nähragar und ebensolche Nährbouillon. Neu- 
tralem Nähragar oder neutraler Nährbouillon werden nach Boer !) ungefähr 
6—7 cm? Normalnatronlauge pro Liter zugesetzt. 

Die Gewinnung geschieht meist von einer Diphtheriemembran. 
Zu dem Ende wird ein wenig des diphtheritischen Belages mit steriler 
Watte oder keimfreier Federzange abgehoben und in ausgekochtem Wasser 
äußerlich von den anhaftenden Verunreinigungen befreit. Mit der ge- 
waschenen Flocke infiziert man durch nicht besonders starkes Einreiben die 
Oberfläche von in Röhrchen schräg erstarrtem Dextrinblutserum. Man verimpfe 
immer 5—6 Proberöhrchen. Gleichzeitig kann man auf wenigstens 24 Stunden 
vorher gegossene Platten von alkalischem Agar, die kein Kondenswasser 
mehr auspressen, in gleicher Weise Ausstriche mit dem gewaschenen 
Membranstück machen. Diese Kulturen werden bei 35°C gehalten, ent- 
sprechend dem Temperaturoptimum zwischen 33 und 37°C. 

Für die Tierpassagen eignen sich vor allem die Meerschweinchen, 
denen man entweder subkutan oder intraperitoneal ca. 1cm3 24stündiger 
Bouillonkultur einspritzt. Die Abimpfung nach dem Tode der Tiere 
geschieht im ersteren Falle von der aseptisch eröffneten Impfstelle, bei 
intraperitonealer Einverleibung aus dem Peritonealexsudat, da das Blut und 
die Organe oft, im ersten Falle in der Regel frei von Bakterien sind. 
Junge Hunde erweisen sich gegen Diphtherieinfektionen ebenfalls als 
sehr empfindlich. 

Die Diphtheriebakterien in ihren Kulturen für längere Zeit virulent 
und lebensfähig zu erhalten, gelingt nach Beck?) dadurch, daß man sie 
auf dem Dextrinblutserumnährboden durch 3—4 Tage im Brutschrank 
züchtet, dann die Kulturröhrchen mit sterilisierten Gummikappen verschließt 
oder mit Paraffin vergießt und in einem Schranke in der Dunkelheit bei 
Zimmertemperatur aufbewahrt. So erhalten sie sich über 1 Jahr virulent 
und vermehrungsfähig. Auch in Bouillonkulturen sind sie in der angegebenen 
Weise leicht lange Zeit hindurch zu erhalten. 


Bacterium influenzae (R. Pfeiffer), Lehmann und Neumann. 


Die Influenzabakterien finden sich reichlich im zähen, gelbgrünlichen 
Auswurf der Influenzakranken. Bevor man zur Züchtung schreitet, überzeuge 
man sich durch eine mikroskopische Untersuchung von der Anwesenheit 
derselben. 

Zur Reinzüchtung verwendet man den Pfeifferschen Blutagar. 
Man bestreicht die in Röhrchen schräg erstarrte Nähragarfläche mit 


') 0. Boer, Über die Leistungsfähigkeit mehrerer chemischer Desinfektionsmittel 
bei einigen für den Menschen pathogenen Bakterien. Zeitschr. f. Hygiene u. Infektionskr. 
Bd. 9. S. 481 (1890). 

”) M. Beck, Diphtherie. Kolle und Wassermann, Handbuch d. pathog. Mikroorg 
Bd. 2. S. 754. Fischer, Jena (1903). Hier auch eingehende Literatur. 
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frischem sterilen Blut des Menschen, der Taube, des Meer- 
schweinchens oder Kaninchens. Auf die blutige Oberfläche werden 
Sputumflöckchen aufgestrichen, die man durch Ausschütteln von Influenza- 
auswurf in sterilisiertem Wasser erhält. Am zweckmäßigsten ist die Ver- 
wendung frisch aus der Ader austretenden Blutes der Taube (vgl. Beck), 
das man aus einer Flügelvene gewinnt. Die Federn werden entfernt und 
die Haut gründlich desinfiziert. Überdies verwende man frisch gefüllte 
Röhrchen mit Nähragar, die noch Kondenswasser enthalten. Gezüchtet 
wird bei 37°C. Mit demselben Auswurf beschicke man noch ein Röhrchen 
mit gewöhnlichem Nähragar zur Kontrolle. Dieses soll steril bleiben oder 
höchstens Kolonien von Kokken aufweisen. Die Influenzabakterien ent- 
wickeln schon nach 16—24 Stunden kleine, dicht gedrängt stehende, 
wasserhelle, durchscheinende Kolonien, die dann mit der Platinnadel auf 
frischen Blutagar übertragen werden. 

Für die Gewinnung großer Bakterienmengen bedient man sich 
der Taubenblutbouillon von Delius und Kolle?), die in folgender Weise 
bereitet wird: „50 cm® gewöhnlicher, deutlich alkalischer Nährbouillon 
wurden in Kolben mit möglichst breiten Boden gebracht, damit die Ober- 
fläche der Flüssigkeitsschicht eine möglichst große war, um den sehr 
sauerstoffbegierigen Stäbchen den Verkehr mit der Luft möglichst zu 
erleichtern. Nach Sterilisierung der Kolben mit Inhalt wurden 1/,—!/, em3 
defibriniertes Taubenblut zu jedem Kölbchen zugesetzt. Blut und Bouillon 
wurden dann gut dariu geschüttelt und schnell zum Gefrieren gebracht. 
Beim Auftauen der Mischung, das nach einigen Stunden geschah, erhielten 
wir eine gleichmäßig von gelöstem Hämoglobin rot gefärbte Flüssigkeit.“ 
Besondere Sorgfalt ist bei der Gewinnung des defibrinierten Blutes not- 
wendig, um es steril zu erhalten. Deshalb ist es empfehlenswert, mehrere 
solche Kolben herzustellen und zu beimpfen, um gewiß einige von fremden 
Bakterien sicher freie Kulturen zu erhalten. Die Infizierung dieser Nähr- 
böden geschieht mit Reinkulturen, die nach der oben angegebenen Weise 
erhalten wurden. 

Sehr gutes Wachstum erzielt man nach Delius und Kolle auch auf 
Blutagar, also einem Gemisch von Nähragar und defibriniertem Blut. Man 
vermengt bei 45° C und läßt dann schräg erstarren. 

Nach denselben Untersuchern erweisen sich Meerschweinchen für 
Tierpassagen dieser Bakterienart am zweckmäßigsten. Junge Blutagar- 
oder Blutbouillonkulturen werden dem Tier in größerer Menge intra- 
peritoneal eingespritzt. Die neuen Kulturen sind aus dem Peritoneal- 
exsudat der eingegangenen Tiere zu gewinnen, denn nur in diesem findet 
nach den Untersuchungen von Kolle und Delius eine Vermehrung der 
eingebrachten Bakterien statt. 


!) L. Beck, Influenza. Kolle und Wassermann, Handb. d. pathog. Mikroorg. Bd. 3. 
S. 357. Fischer, Jena (1903). 

2) M. Delius und W. Kolle, Untersuchungen über Influenzaimmunität. Zeitschr 
f. Hyg. u. Infektionskr. Bd. 24. 5.329 (1897). 
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Zur Erhaltung virulenter und gut wachsender Kulturen des Influenza- 
bakteriums ist es notwendig, sehr oft auf frischen Blutagar zu überimpfen. 
Man züchtet durch 2 Tage bei 37° C und gibt dann die gut angegangenen 
Kulturen in einen Thermostaten von 22°C, in dem keine weitere Ver- 
mehrung eintritt. Nach 5—6 Tagen sind jedenfalls frische Kulturen 
anzulegen, die wieder so behandelt werden. 


Bacterium mallei (Loeffler) Mie. 


Rotzkulturen werden meist aus dem Naseneiter oder aus Geschwüren 
rotzkranker Tiere und Menschen gewonnen. Von der Leiche verwendet man 
als Ausgangsmaterial Rotzknoten der verschiedenen Organe, die man asep- 
tisch entnimmt. Die Aussaat wird in Nährgelatine gemacht, die 4°5°/, 
Glyzerin enthält. Beim Wachstum findet eine allmähliche Erweichung des 
Nährsubstrates statt. Für die weitere Zucht eignet sich schwach saurer 
(nicht neutralisierter) Nähragar mit dem gleichen Glyzeringehalt. Außer- 
dem sind immer Kartoffelkulturen anzulegen, die ein sehr charakteri- 
stisches Aussehen besitzen. Nach Kresling (vgl. Wladimirof‘) entspricht 
der optimale Säuregrad einer Kartoffelscheibe (von 1—1!/, cm Dicke) 
0:1—0'3 em? !/,,-Normalnatronlauge. Dementsprechend sollen die Kartoffel- 
scheiben vor der Sterilisation ausgewaschen und eine Stunde hindurch in 
eine 0'5—0'7°/,ige Lösung von doppelkohlensaurem Natron eingelegt werden, 
um dadurch die zu große Säuremenge auf das angegebene Maß) zu bringen. 
Auf der Kartoffel bildet Bacterium mallei bei 37°C einen gleichmäßigen, 
schleimigen, honigartigen Überzug von gelbroter bis braunroter Farbe, der 
transparent ist. 

Das Temperaturoptimum liest bei 35 —37° C. 

In Kulturen geht die Virulenz bald zurück, obgleich sich die Bakterien 
lange Zeit hindurch lebensfähig erweisen. Besonders haltbar sind im Dunkeln 
bei niederer Temperatur aufbewahrte Glyzeringelatinekulturen, die nach 
gutem Auswachsen zugeschmolzen wurden. Auch nur mit Watte verschlossene 
Glyzerinbouillonkulturen sollen sich sehr gut halten. Soll die Kultur be- 
sonders virulent erhalten werden, ist natürlich eine öftere Überimpfung 
und Tierpassage notwendig. 

Als Versuchstier eignet sich vor allem das Meerschweinchen, 
dem die Aufschwemmungen oder Rotzsekrete in die Bauchhöhle einge- 
spritzt werden. Zu diagnostischen Zwecken verwendet man nur männliche 
Meerschweinchen wegen der bei der Rotzinfektion typischen Erkrankung 
der Hoden. Der Tod erfolgt nach 10—30 Tagen. Nach den Untersuchungen 
von Kranzfeld?) sind auch Ziesel (Spermophilus guttatus) sehr 
empfängliche Tiere, die schon nach 3—10 Tagen eingehen. 


1) A. Wladimiroff, Rotz. Kolle und Wassermann, Handbuch der pathogenen Mikro- 
organismen. Bd.2. S. 707. Fischer, Jena (1903). 

2) Kranzfeld, Zur Kenntnis des Rotzbazillus. Zentralbl. f. Bakt. I. Abt. Bd. 2. 
S. 273 (1887). 
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Pestbakterium. 


Das Temperaturoptimum der Pesterreger liegt bei 30°C. Be- 
sonders gutes Wachstum erzielt man durch Verwendung von alkalischem 
Agar oder ebensolcher Gelatine. Nach der Vorschrift von Petri und 
Maassen‘) wird der Nährboden zuerst durch Zufügen von Normalnatron- 
lauge soweit neutralisiert, daß blaues Lackmuspapier nicht mehr gerötet 
wird. Dann gibt man auf den Liter noch '/,g kristallisiertes Natrium- 
karbonat, wie aus den Angaben von Kossel und Overbeck ?) hervorzu- 
gehen scheint. Mit diesem Nährsubstrat gießt man in dicker Schicht 
Platten in Petrischalen. Zur Oberflächenverimpfung durch Ausstreichen mit 
der Platinöse oder dem Platinpinsel verwendet man Material, welches die 
Pesterreger ohnehin schon meistens in Reinkultur enthält, also das Blut 
oder die Organsäfte an Pest verendeter Tiere. Die Platten werden bei 
30° © gehalten. Schon nach 24 Stunden kann man die von den Pestbakterien 
stammenden tautropfenartigen Kolonien wahrnehmen und davon auf schräg 
erstarrte Agarröhrchen abimpfen. Sollen die Bakterien aus verunreinigtem 
Material gezüchtet werden, wie aus dem Sputum an Lungenpest leidender 
Menschen, dann ist die Verwendung von Gelatineplatten am Platze. Die 
Fleischwassergelatine wird mit dem gleichen Alkaleszenzgrad hergestellt. 
Damit werden Platten gegossen und nach dem Erstarren der Gelatine 
deren Oberfläche mit dem Sputum beimpft. Durch Klatschpräparate kann 
man sich von dem Angehen der Pestkolonien überzeugen, die ein überaus 
charakteristisches Aussehen besitzen und von den Verunreinigungen leicht 
unterschieden werden. Bezüglich der Morphologie derselben und der Bakterien 
sei auf die zusammenfassende Darstellung von Dieudonn€ im zweiten Bande 
des Handbuches von Kolle und Wassermann verwiesen. 

Für die Züchtung in Flüssigkeiten verwende man alkalische Nähr- 
bouillon. Überhaupt bevorzugen die Pestbakterien nährstoffreiche und 
wasserreiche Nährsubstrate. 

Für Tierversuche kommen in erster Linie Ratten und Meer- 
schweinchen in Frage. Erstere impft man mit minimalen Mengen frischer 
Kultur subkutan. Meerschweinchen werden gewöhnlich durch Ver- 
reiben von jungen Kulturen auf der rasierten und gereinigten 
Bauchhaut infiziert. Die Abimpfung vom Tierkadaver geschieht durch 
Übertragen steril entnommenen Herzblutes in Nährbouillon oder auf Nähr- 


!) R..J. Petri und A. Maassen, Über die Bereitung der Nährbouillon für bakterio- 
logische Zwecke. Arb. a. d. kais. Gesundheitsamte. Bd. 8. S. 311 (1893). 

2) Kossel und Overbeck, Bakteriologische Untersuchungen über Pest. Arb. a. d. 
kais. Gesundheitsamt. Bd. 18. S. 114 (1902). — Bei der Angabe des Alkaleszenzgrades 
von Agar auf S. 119 der genannten Arbeit ist die Nährbodenmenge, die durch 05 y 
Na, 00, krist. alkalisiert werden soll, überhaupt nicht angeführt. Diese Ungenauigkeit wurde 
auch von Dieudonn€ in seine Bearbeitung der Pestbakterien im Kolle und Wassermann- 
schen Handbuch einfach hinübergenommen. Es dürfte diese Sodamenge offenbar für 
ein Liter Substrat gemeint sein, weshalb oben auch die Angabe in diesem Sinne ge- 
macht wurde. 
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agar. Bei der Weiterzüchtung auf künstlichen Nährsubstraten ist für eine 
oftmalige, mindestens wöchentlich einmalige Überimpfung Sorge zu tragen. 


Bacterium pneumoniae Mig. (Diplococcus pneumoniae). 


Die Gewinnung desselben geschieht aus Auswurfsprodukten an 
Lungenentzündung Erkrankter. Da erfahrungsgemäß im vorhinein nie ge- 
sagt werden kann, ob die Bakterien leicht auf künstlichen Nährsubstraten 
wachsen werden oder nicht, so ist die Isolierung immer nach der Angabe 
Weichselbaums') mit einem Gemisch von 1 Teil menschlichem Blutserum 
und 2 Teilen Nähragar zu versuchen. Zur Reinzüchtung kann man den 
unmittelbar vor dem Gebrauche bei 40° C gemischten Serumagar mit den 
Krankheitsprodukten versetzen, Verdünnungen anlegen und dann Platten 
gießen oder auf vorher gemachte Platten durch Ausstriche die Verdünnungen 
erzielen. Gezüchtet wird bei 57°C. Erheblich gefördert wird das Wachstum 
durch eine leicht alkalische Reaktion des Nährsubstrates und eine Zugabe 
von ca. 5°%/, Glyzerin oder 2—3°/, Dextrose. Nach Nissen beträgt das 
Alkaleszenzoptimum 10—12 cm® Normalnatronlauge im Liter. 

Bei leicht wachsenden Stämmen unseres Bakteriums kann die Isolierung 
auch durch leicht alkalische Nährgelatine erreicht werden. Dieselbe muß 
aber einen Gehalt von 15°/, Gelatine besitzen. damit eine Züchtung bei 
24°C ohne Verilüssigung derselben ermöglicht ist. Bei dieser Temperatur 
findet eine langsame Vermehrung des B. pneumoniae statt. 

Für die Erhaltung einer Laboratoriumskultur ist die sehr oftmalige 
Überimpfung auf dem erstgenannten Nährboden ein unbedingtes Erfordernis. 
Um sicher zu gehen, ist jeden 4. Tag eine Abimpfung vorzunehmen. 

Für diese Bakterienart sind besonders empfänglich das Kaninchen 
und die Maus. Diese Tiere verenden nach einer größeren Dosis innerhalb 
von 3 Tagen bei subkutaner Infektion. Abgeimpft wird auf den zuerst ge- 
nannten Nährboden vom Herzblut des gefallenen Tieres. 


Bacterium suiecidum (Bacillus suiseptieus). 


In den an Schweineseuche erkrankten Tieren findet sich der Er- 
reger dieser Erkrankung vornehmlich in der Lunge und in den bron- 
chialen Lymphdrüsen, im übrigen aber sozusagen in allen Organen 
und im Blut. 

Zur Reingewinnung verwende man die Gelatineplatte. Die Nähr- 
gelatine soll eine schwach alkalische Reaktion aufweisen, was übrigens 
auch für die übrigen Nährsubstrate gilt. Unsere Bakterienart wächst auf 
allen üblichen Nährböden. Das Temperaturoptimum liegt bei 37°C. 

Sehr empfindlich für die Infektion erweisen sich die weißen 
und grauen Mäuse, Kaninchen und Meerschweinchen. Mäuse werden 


1) A. Weichselbaum, Diplococcus pneumoniae und andere bei entzündlichen Lungen- 
affektionen gefundene Bakterien. Kolle und Wassermann, Handbuch d. pathog. Mikro- 
organismen. Bd. 3. S. 187. Fischer, Jena (1903). 
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am besten subkutan geimpft. Sie gehen meist innerhalb 24—48 Stunden 
ein. Die Abimpfung erfolgt vom Herzblut. Kaninchen und Meer- 
schweinchen impft man entweder intraperitoneal oder subkutan. 
Auch hier gewinnt man die Kulturen wieder durch Anlegung von Blut- 
oder Milzausstrichen auf frischem, schräg erstarrtem Nähragar. 

Da sich die Bakterien der Schweineseuche gegen Austrocknung 
empfindlich erweisen, sind öftere Überimpfungen zur Erhaltung 
vermehrungsfähiger Kulturen notwendig. 

Im übrigen sei auf die erschöpfende Darstellung von Joest!) ver- 
wiesen. 


Bacterium tuberculosis (Koch) Mig. 


Die Gewinnung und Isolierung geschieht entweder aus dem Sputum 
Tuberkulöser oder aus steril entnommenen tuberkulösen Organstücken. Für 
ersteres Verfahren kann nach Koch eine mechanische Reinigung der Linsen 
des Sputums in sterilem Wasser vorgenommen werden oder die von Hesse?) 
angegebene Methode benutzt werden. Beim Kochschen Verfahren wird das 
Sputum mindestens 10mal in sterilisiertem Wasser unter ständigem Wasser- 
wechsel gewaschen und von den aus den Luftwegen und der Mundhöhle 
stammenden anderen Bakterien befreit, dann ein Stück einer Flocke mikro- 
skopisch auf das Vorhandensein der Tuberkulosebakterien in Reinkultur 
geprüft. Von demselben Flöckchen wird nun ein Stückchen aus der Mitte 
entnommen und auf eines der unten beschriebenen Nährsubstrate gebracht. 
Bei der Hesseschen Methode bedarf es dieser Reinigung nicht. Hesse gibt 
folgenden Nährboden an: 


MERLsWEL „LIEVdEN". .... ua a an 
moeusalaı un... : RS. m Am Ara Be u. MER 
Bern...) 0 PR EIER IE: Ba 
Agar-Agar a . 100 9 
Normallösung von Kristallsoda (28°6:100) . . Dem? 
Trentällieries Wasset . m “000 2 nn SOLO 


Die Lösung des Nährstoffes „Heyden“ geschieht in einem Becher- 
glas, in das wenig Wasser geschüttet wird. Nun wird der Nährstoff „Heyden“ 
hineingegeben und durch Schwenken des Glases benetzt, hierauf so lange 
gequirlt, bis derselbe vollständig gelöst ist. Diese Lösung wird dem bereits 
samt den übrigen Beigaben gelösten Agar zugesetzt. Dann wird das Nähr- 
substrat, in Portionen verteilt, durch angefeuchtete Filter im Dampfstrom 
filtriert. 

Hesse gießt nun je 20 cm3 des angegebenen Nährsubstrates in Petri- 
sche Schalen von ca. 95 cm® Durchmesser aus und läßt Erstarren. Da- 


1) Joest, Schweineseuche. Kolle und Wassermann, Handbuch d. pathog. Mikro- 
organismen. Bd. 3. S. 581. Fischer, Jena (1903). 

®) W. Hesse, Ein neues Verfahren zur Züchtung des Tuberkelbazillus. Zeitschr. f. 
Hygiene u. Infektionskrankh. Bd. 31. S. 502 (1899). 


Abderhalden, Handbuch der biochemischen Arbeitsmethoden, III. 83 
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nach wird die Doppelschale umgekehrt und verbleibt in dieser Lage. Nun- 
mehr wird eine Flocke des Sputums am Schalenrande auf den Nährboden 
gebracht und in einem geschlossenen Kreis herumgeführt und von diesem 
Streifen weiter auf der Platte verteilt, so daß 20-30 kleine, gesonderte 
Schleimflöckchen sich am Nährboden befinden. Durch von Zeit zu Zeit an- 
gelegte Klatschpräparate überzeugt man sich vom Wachstum der Tuberkel- 
bakterien. Man benutzt dazu in der Flamme vor dem Gebrauche geglühte 
Deckgläschen, die auf die Mündung einer Proberöhre gelegt gegen den 
Nährboden von unten angedrückt und mit einer Platinöse abgehebelt werden. 
Bei längerer Züchtung umgibt man die Ränder der Doppelschale mit 
einem dünnen Kautschukstreifen zur Vermeidung der Austrocknung. Ge- 
züchtet wird bei 37°C. 

Findet eine Verimpfung von Gewebestücken statt, so werden die- 
selben zwischen sterilen Glasplatten zerquetscht und das Material mit einem 
Platinspatel auf die Oberfläche des Nährsubstrates verrieben. 

Sehr kräftig gedeiht das Tuberkulosebakterium auch auf Nähragar 
mit einem Zusatz von 3—5°/, Glyzerin (1000 cm Fleischwasser aus 
Rind- oder Kalbfleisch, 10 9 Pepton, 5 g Chlornatrium, 40 9 Glyzerin, 12 bis 
15 9 Agar). 

Für die Gewinnung größerer Mengen von Bakterienmaterial eignet 
sich die Zucht m Glvzerinbouillon, die entsprechend der Vorschrift 
für Glyzerinagar hergestellt wird. 

Die Reinzächtung kann auch mit Hilfe des Tierkörpers vorgenommen 
werden, indem man einem Meerschweinchen gewaschene Sputumflocken 
in eine Hauttasche einnäht. Nach dem Verenden des Tieres wird von 
Organstückchen auf einen der eben genannten Nährböden abgeimpft. 

Die Überimpfung auf einen frischen Nährboden soll alle 4 Wochen 
vorgenommen werden. 


Microspira comma (Koch) Schrötter. 


Die Reinzüchtung dieser Mikrobenart geschieht entweder aus den 
Reiswasserstühlen an Cholera asiatica Erkrankter oder aus der Cholera- 
leiche. Immer überzeuge man sich gleichzeitig durch direkte mikroskopische 
Untersuchung von der Anwesenheit der Vibrionen in größerer Anzahl. 
Sind viele vorhanden, so gelingt die Isolierung ohneweiters durch die 
Gelatineplattenmethode. Hierzu verwendet man eine alkalische Gelatine. 
Als Alkaleszenzoptimum ergibt sich ein Zusatz von 30 cm® 10°/,iger 
Natronlauge zum Liter Nährboden, ausgehend vom neutralen Substrat 
unter Anwendung von Lackmus als Indikator. Die Platten werden bei 22°C 
gehalten und schon nach 12 Stunden mikroskopiert und kurz darauf ab- 
geimpft, um den mitverimpften Verunreinigungen möglichst auszuweichen. 
Nach dieser Zeit sind die Kolonien kaum makroskopisch sichtbar, gut aber 
unter dem Mikroskop. Es sind kleine, stark lichtbrechende Auflagerungen 
von grobkörnigem Gefüge, deren Oberfläche nach dem Ausdrucke Robert 
Kochs wie mit „Glasscherben“ bestreut erscheint. Dieses Merkmal kommt 
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besonders nach 24stündigem Wachstum zum Ausdruck, in welchem Stadium 
die die Kolonie umgebende Verflüssigungszone ebenfalls schon auffallend 
ist. Die Abimpfung geschieht auf schräg erstarrten, ebenso alkalisch ge- 
machten Agarnährboden., der dann bei 37° © gehalten wird. Die ergiebigste 
Fundstelle in der Leiche ist der Darmabschnitt unmittelbar oberhalb 
der Ileozökalklappe, aus dessen Inhalt die Platten in größerer An- 
zahl zu gielien sind. 

Um aus Substraten, die nur verhältnismäßig wenige Komma- 
bazillen und sehr viele andere Bakterienarten enthalten, erstere zu isolieren, 
bedient man sich des sogenannten „Anreicherungsverfahrens“, das sich 
auf die Erfahrung stützt, daß sich in Peptonlösungen an der Oberfläche die 
Choleravibrionen sehr rasch vermehren. Allerdings findet dabei auch eine 
rasche Vermehrung der übrigen Wasservibrionen statt, sofern es sich um eine 
Züchtung aus Wasser handelt. Hier kann nur die Anwendung aller Züchtungs- 
verfahren einschließlich der hier nicht näher ausgeführten Agglutinations- 
probe eine sichere Diagnose ergeben. Bei Fäzes als Ausgangsmaterial führt 
die Anreicherungsmethode sicherer zum Ziele. Für letzteren Zweck bereitet 
man eine Lösung!) von 109g Peptonum siccum Witte, 10 9 Kochsalz, 
0'1 9 Kaliumnitrat und 0'2 4 kristallisiertem kohlensauren Natron in 
1000 em® destilliertem Wasser. Dieses Nährsubstrat wird in Proberöhrchen 
in Portionen von 10 em® und in Erlenmeyerkölbchen in Portionen von 50 em? 
ausgefüllt und sterilisiert. Beim Gebrauch werden die Röhrchen mit wenigen 
Ösen voll Choleradejekt oder Dünndarminhalt beschickt, die Kolben mit 
ca. 1 cm® dieser Substanzen. Bei 37° C entwickeln sich die Choleramikroben 
als zusammenhängende Haut an der Oberfläche der Nährflüssigkeit schon 
nach 6—10 Stunden. Man überzeugt sich durch mikroskopische Kontrolle 
davon. Von den Häuten der Röhrchen oder Kolben, in welchen die Haut 
anscheinend aus den gesuchten Mikroorganismen in Reinkultur besteht, 
gießt man in der oben angegebenen Weise Platten, deren Kolonien auf 
alkalischen Agar überimpft werden. 

Zur Erhaltung der Virulenz und anderen biologischen Eigenschaften 
empfiehlt sich eine wöchentlich mindestens einmalige Überimpfung und 
monatliche Tierpassage. Man impft Meerschweinchen intraperitoneal 
mit einer größeren Dosis junger Bouillonkultur oder besser mit einer Auf- 
schwemmung von .18—24stündiger Agarkultur in physiologischer Koch- 
salzlösung. Vom eingegangenen Tier legt man zuerst Herzblutkulturen 
an und dann verimpft man einige Ösen des stark vermehrten Peritoneal- 
saftes auf Agarröhrchen. 


Actinomyces hominis. 


Für die Gewinnung dieses Aktinomyzespilzes dient in erster Linie 
das durch Aspiration mit sterilen Pipetten bei der Operation vom Kranken 


') W. Kolle, Cholera asiatica. Kolle und Wassermann, Handbuch der pathog. 
Mikroorg. Bd. 3. S. 1. Fischer, Jena (1903). 
j 83*+ 
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gewonnene Material. Nach Silberschmidt') wird das in der oben angeführten 
Weise erhaltene Material in sterilen Doppelschalen deponiert und auf das 
Vorhandensein von Aktinomyzes möglichst in Reinkultur mikroskopisch 
geprüft. Bei positivem Ausfall wird je eine Druse in Nährbouillon mit 1°/, 
Traubenzuckergehalt und Beigabe von 10 Tropfen 1°/,iger Schwefelnatrium- 
lösung pro Röhrchen eingebracht. Man beschicke so etwa 10 Eprouvetten. 
Außerdem empfiehlt sich die Verwendung von Nähragar mit 1°/, Dextrose- 
zusatz. Man legt aäörobe Kulturen und mit Agar überschichtete Schüttel- 
kulturen an, indem man in den flüssigen Agar verimpft, durchsehüttelt und 
nach dem Erstarren Agar aufschichtet. 

Ist der Aktinomyzeseiter durch Bakterien verunreinigt, wird im 
flüssigen Agarnährboden verimpft, räsch durchgeschüttelt und in weitere 
flüssige Agarsubstrate verimpft, um die üblichen Verdünnungen zu erhalten, 
die in Petrischalen ausgegossen werden. Das Durchsuchen nach Aktinomyzes- 
kolonien muß sorgfältig ausgeführt werden. Gezüchtet wird bei Brüt- 
temperatur (33—37° C). 

Über die verschiedenen Aktinomyzesstämme, die sich nicht unwesent- 
lieh unterscheiden und von Aktinomyzeserkrankungen stammen, sowie über 
die Diagnose derselben sei auf die Zusammenstellung von M. Schlegel ?) 
verwiesen. 

Zu beachten ist, daß sich Actinomyces hominis in der künstlichen 
Reinkultur nicht lange lebensfähig erhält, weshalb die Kulturen desselben 
allmonatlich wenigstens einmal zu überimpfen sind. Wachstum unter Ver- 
flüssigung findet auch in Gelatinenährsubstraten statt, aber viel geringer 
als auf den genannten Nährböden. 


IX. Gewinnung und Züchtung verschiedener, nicht pathogener 
Mikroorganismen 


Eiweißspaltende Bakterien. 


Solche Bakterienarten verschafft man sich dadurch, daß man rohes 
oder gekochtes Fleisch, Weizenkleber, Hühnereiweiß (gekocht oder 
roh) oder endlich Fibrinflocken in Wasser einbringt und eine geringe 
Menge Pepton und Traubenzucker zusetzt. Solche Infuse gibt man in Pulver- 
gläser und beimpft die Proben mit etwas Jauche oder Sumpfwasser. Nach 
24—48stündigem Aufenthalt dieser Substrate im Thermostaten mit 32°C 
legt man davon Gelatineplatten an und isoliert kräftig Gelatine verflüssi- 
gende Bakterienarten. Sehr energisch Eiweiß zerlegende Bakterienarten be- 
kommt man auch dadurch, daß man ein Stück Fleisch in eine weite Schale 
bringt und nur bis etwa ?/, der Höhe des Fleischbrockens Leitungswasser 


') W. Silberschmidt, Über Aktinomykose. Zeitschr. f. Hyg. u. Infektionskrankh., 
Bd. 37. S. 345 (1901). 

®) M. Schlegel, Aktinomykose. Kolle und Wassermann, Handbuch der pathog. 
Mikroorg. Bd. 2. S. 861. Fischer, Jena (1903). 
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eingießt. Es siedeln sich zahlreiche Fäulniserreger auf dem feucht gehal- 
tenen Fleisch an, dessen oberflächliche Partien schon nach 24—-36 Stunden 
bei 32°C in eine weiche, schmierige, stinkende Masse übergeführt werden. 
Davon legt man Gelatineplatten an und impft wieder von kräftig peptoni- 
sierenden Kolonien ab. 

An Stelle der genannten Substrate kann mit bestem Erfolge auch 
spontan in Fäulnis übergegangener Blutkuchen oder solches Blutserum ver- 
wendet werden. 


Harnstoff-Bakterien. 


Die Erreger der Harnstoffgärung finden sich in jedem Dünger, in 
Jauche, im Flußwasser, Straßenkot usw. Nach den Untersuchungen von 
Miquel‘) gelingt deren Reinzüchtung sehr leicht mit dem Gelatineplatten- 
verfahren, wenn man eine leicht alkalische Peptongelatine verwendet, 
die 2—5°/, Harnstoff enthält. Als Ausgangsmaterial verwendet man am 
besten Dünger. Oft schon nach 24 Stunden, längstens nach einigen Tagen, 
bemerkt man Kolonien, die von einem schmalen, getrübten Hof umgeben 
sind. Diese Trübung ist auf hantelförmige Kristalle zurückzuführen, die 
aus Karbonaten und Phosphaten des Kalkes bestehen und durch das bei 
der Harnstoffzersetzung frei gewordene Ammoniak ausgefällt worden sind. 
Kolonien, an denen sich die genannten Erscheinungen zeigen, sind sicher 
solche von harnstoffvergärenden Bakterienarten. Man impft sie dann auf 
eines der unten genannten flüssigen Nährsubstrate. Als solches kann ver- 
wendet werden die leicht alkalische Nährbouillon mit einem Zusatz 
von 1—2g Harnstoff im Liter. Auch Peptonwasser mit einem Gehalt 
von 0:1—0'2°/, Harnstoff eignet sich für die weitere Zucht ausgezeichnet. 


Nitrifikations-Bakterien. 


Bei der Züchtung nitrifizierender Mikroben verfährt man nach den 
Untersuchungen von Winogradsky.?) Die auf S. 1225 angegebene Nährlösung 
b oder c wird in einen geräumigen Erlenmeyerkolben in 1cm dicker Schicht 
eingefüllt und mit ca. 19 Erde beschickt. Nach ungefähr 4—5 Tagen bei 
22°C bemerkt man die ersten Anzeichen der Nitrifikation. Nach dieser 
Zeit kontrolliert man den Nitrifikationsvorgang durch den Nachweis von 
salpetriger Säure. Derselbe wird in der unten angegebenen Weise mit 
dem Trommsdorfschen Reagens ausgeführt. Außerdem untersucht man auf 
Nitrate und auf Ammoniak. Erstere weist man mit Diphenylamin- 
Schwefelsäure nach, letzteres mit dem Nesslerschen Reagens. Die Reak- 
tionen werden in der Weise ausgeführt, daß man vom Reagens ca. 1 cm® 
in kleine Porzellanschälchen bringt und nun mit dem Glasstab oder einer 
Platinöse einige Tropfen der Kultur entnimmt und zufließen läßt. 


') P. Miquel, Die Vergärung des Harnstoffes, der Harnsäure und der Hippursäure. 
Lafars Handb. d. techn. Mykologie. Bd.3. S. 71. Fischer, Jena (1904). 
2) S. Winogradsky, Die Nitrifikation. Ebendort. Bd.3. S. 132 (1904). 
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Das Trommsdorfsche Reagens wird hergestellt durch Eintragen von 
4g in wenig Wasser verriebener Stärke in 100cm® siedender, 20°/,iger 
Zinkchloridlösung in destilliertem Wasser. Man siedet unter Ersatz des 
verdampfenden Wassers bis zur fast vollständigen Klärung des Kleisters. 
Dann wird mit Wasser verdünnt, 29 Zinkjodid zugesetzt und auf 1000 em? 
aufgefüllt. Hierauf wird filtriert. 

Das Nesslersche Reagens bereitet man folgendermaßen: 25 g Kalium- 
jodid werden in 25 cm? heißem, destilliertem Wasser gelöst und mit einer 
gesättigten, wässerigen Quecksilberchloridlösung versetzt, bis der sich bil- 
dende rote Niederschlag bleibend wird. Dazu sind ungefähr 10—12 cm 
Sublimatlösung notwendig. Hierauf filtriert man vom Niederschlag ab und 
mischt das Filtrat mit einer Auflösung von 759g Kalihydrat in 150 cm: 
Wasser und füllt in einem Meßkolben auf 500 em® mit Wasser auf. Nun- 
mehr setzt man noch 2 cm? der Quecksilberchloridlösung zu und dekantiert 
nach dem Absetzen des entstandenen Niederschlages. Das Reagens ist in 
sehr gut schließenden, kleinen Flaschen aufzubewahren. Der nach einiger 
Zeit entstehende Niederschlag schädigt die Wirkung des Reagens nicht. 

Mit der Kontrolle beginnt man am vierten Tag. Zuerst 
wird auf Nitrite geprüft. Man bringt in einem Porzellanschälchen 1 cm® 
des Trommsdorfschen Reagens mit ein paar Tröpfchen verdünnter Schwefel- 
säure zusammen und entnimmt der Kultur mit der ausgeglühten Platinöse 
einige Tropfen, die man ebenfalls zufließen läßt. Tritt Blaufärbung ein, so 
beweist dies die Anwesenheit von salpetriger Säure bzw. Nitriten. 
Sobald die Reaktion auf Nitrite sich sehr intensiv zeigt, prüft 
man auf Ammoniak. Man bringt in ein weißes Schälchen einige Kubik- 
zentimeter Nesslersches Reagens und läßt 1 Öse voll Kulturflüssigkeit zu- 
fließen. Auftretende Gelbfärbung zeigt Ammoniak an. Fällt die Probe mit 
dem Trommsdorfschen Reagens negativ aus, untersucht man auf Nitrate 
mit Diphenylamin-Schwefelsäure, indem man in ca. 1cm® konzen- 
trierter Schwefelsäure ein Kriställchen von Diphenylamin auflöst und wieder 
mit der Öse einige Tropfen Kulturflüssigkeit zufügt. Fintretende Blau- 
färbung beweist bei gleichzeitigem negativen Ausfall der Prüfung mit 
dem Trommsdorfschen Reagens die Anwesenheit von Nitraten. 

Man beimpft nunmehr mit einer sterilen Pipette vom Bodensatz dieser 
Kultur eine frische Nährlösung (b oder ec), läßt wieder den Nitrifikations- 
prozeß ordentlich in Gang kommen und wiederholt einige Male diese Um- 
impfungen. Für die sichere Gewinnung des Nitrit- oder Nitratbildners ist 
nur der richtige Zeitpunkt des Plattengusses von der größten Bedeutung. 
Soll ersterer isoliert werden, ist es zweckmäßig, in den Anreicherungs- 
kulturen stets Ammonsulfat zu haben, um den Oxydationsprozeß nur bis 
zur Bildung salpetriger Säure zuzulassen. Deshalb überzeuge man sich 
durch die Prüfung mit Nesslerschem Reagenz täglich von der Anwesen- 
heit des Ammonsalzes. Nimmt es schon sehr ab, dann fügt man sofort frische, 
sterile Ammonsulfatlösung zu. So gelangen ‚vornehmlich die Nitritbildner 
zur Vermehrung, die dann verhältnismäßig leicht zu isolieren sind. Zur 


Die wichtigsten Methoden beim Arbeiten mit Pilzen und Bakterien. 1317 


Reinzüchtung derselben bereitet man die auf S. 1225 angegebene Kieselsäure- 
gallerte, gießt mit dem Bodensatz der letzten Anreicherungs- 
kultur Platten und impft von diesen die Kolonien des Nitritbild- 
ners ab. Dies geschieht zu einer Zeit, in welcher ein ausgeschnittenes 
Stück der geimpften Gallerte intensive Nitritreaktion zeigt, 
was etwa am 8. bis 10. Tag einzutreten pflegt. Zu dieser Zeit haben die 
Kolonien des Nitritbildners eine dunkelbraune Farbe und runde Gestalt, 
wenn sie an der Oberfläche liegen. Die in der Tiefe des Nährbodens an- 
gegangenen Kolonien erscheinen unregelmäßig eckig. 

Bei der Zucht der Nitratbildner geht man von älteren An- 
reicherungskulturen der oben beschriebenen Art aus, die zwar eine 
kräftige Nitratreaktion geben, aber nur eine möglichst geringe 
Nitrit- und Ammoniakreaktion aufweisen. Die Isolierung der Nitratbildner 
wird mit dem auf S. 1226 angegebenen Nitritagar durch Plattenguß aus- 
geführt. 


Denitrifizierende Bakterien. ') 


Denitrifizierende Bakterienarten finden sich in der Natur sehr weit 
verbreitet. Sie sind zahlreich vorhanden im Dünger, Grabenwasser, in 
der Gartenerde, im Meerwasser usf. 

Nach Iterson ?) verimpft man das Ausgangsmaterial in folgende Nähr- 
lösung: 


Caleiumtartrat . . . . 29 
Kaluioniirab ‚un al 
Dikaliumphosphat . . . 005. 
Leitungswasser . . . .100 cm3 


Die Zucht in dieser Anreicherungskultur erfolgt streng anaärob, 
was dadurch erreicht wird, daß man den Kulturkolben bis oben mit der 
Nährflüssigkeit füllt und einen einfach durchbohrten Kautschukstoppel auf- 
setzt, der ein Gasableitungsrohr enthält, welches zum eventuellen Auffangen 


') H. Jensen, Verhältnis der denitrifizierenden Bakterien zu einigen Kohlenstoff- 
verbindungen. Zentralbl. f. Bakt. II. Abt. Bd. 3. S. 622 (1897). — Iterson, Zersetzung 
von Zellulose durch aörobe Mikroorganismen. Zentralbl. f. Bakt. II. Abt. Bd. 11. S. 689 
(1904). — Jensen, Denitrifikationsbakterien und Zucker. Zentralbl. f. Bakt. II. Abt. 
Bd. 5. S. 716 (1899). — @Giltay et Aberson, Recherches sur un mode de d£nitrification. 
Arch. neerland. sciene. natur. T.25 (1899). — Baur, Über zwei denitrifizierende Bakte- 
rien aus der Ostsee. Wissensch. Meeresuntersuchungen. N.F. Bd.6. Abt. Kiel, S.9. 
1902. — Lemmermann, Kritische Studien über Denitrifikation. Jena 1900. — Weissen- 
berg, Studien über Denitrifikation. Arch. f. Hyg. Bd. 30. S. 274 (1897). — Jensen, Bei- 
trag zur Morphologie und Biologie der Denitrifikationsbakterien. Zentralbl. f. Bakt. 
II. Abt. Bd.4. S. 401 (1898). — Maassen, Die Zersetzung der Nitrate und der Nitrite 
durch die Bakterien. Arbeiten a. d. kais. Gesundheitsamt. Bd. 18. S.21 (1902). — Boni 
und Stutzer, Über nitratzerstörende Bakterien und den durch dieselben bedingten Stick- 
stoffverlust. Zentralbl. f. Bakt. II. Abt. Bd.1. S. 258 (1895). — Künnemann, Über de- 
nitrifizierende Mikroorganismen. Landwirtsch. Versuchsstat. Bd. 50. S.65 (1898). 

?) Iterson, Anhäufungsversuche mit denitrifizierenden Bakterien. Zentralbl. f. Bakt. 
I. Abt. Bd. 12. S. 106 (1904). 
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der entstehenden Gase in ein mit Wasser gefülltes Eudiometerrohr mündet. 
Dieses steht auf der Brücke einer pneumatischen Wanne. Für diese Ver- 
suche eignet sich ‘sehr gut auch die Zusammenstellung, die zur Zucht der 
Zellulosegärungsmikroben auf S. 1521 angegeben ist. Mit letzterer Ein- 
richtung arbeitet man bei der genauen Untersuchung der entstehenden 
Gärungsgase. Die Anreicherungskulturen werden bei einer Temperatur von 
28°C gehalten. Sobald eine kräftige Gasentwicklung einsetzt, impft man 
in einen zweiten Kolben ab, der die oben beschriebene Nährlösung enthält, 
und hält auch diese Zucht unter den gleichen Bedingungen. Durch einige 
derartige Anreicherungskulturen gelangt man meistens schon zu prakti- 
schen Reinkulturen von denitrifizierenden Mikroben. Vornehmlich handelt 
es sich um Bacillus nitrogenus Mig. Andere Denitrifikationsbakterien ver- 
langen zu ihrer Anhäufung anders zusammengesetzte Kulturflüssigkeiten, 
betreffs der auf Iterson (]. ec.) verwiesen sei. 

Von dieser letzten Anreicherungskultur isoliert man die Denitrifikations- 
mikroben mit dem Gelatineplattenverfahren unter Verwendung der üblichen 
Nährgelatine mit einem Zusatz von 0'1°/, Kaliumnitrat. 


Schwefelbakterien. ') 


Schwefelbakterien finden sich überall dort, wo tierische und pflanz- 
liche Überreste in stehenden oder nur wenig bewegten Wässern faulen. 
Dementsprechend sind dafür Fundstätten die Sümpfe und das Meer, vor- 
nehmlich in der Nähe der Küsten und in Buchten. Besondere Arten von 
Schwefelbakterien beherbergen Thermen und Schwefelquellen. 

Winogradsky ?) beschaffte sich auf folgende Weise ausgiebige Mengen 
von Schwefelbakterien: Einige Stücke der überall in Teichen vorkommenden 
Blumenbinse (Botumus umbellatus) samt dem anhängenden Schlamm 
werden in einen hohen Zylinder mit 5—5 2 Wasser gegeben. Dann setzt 
man etwas Gips zu und läßt bei Zimmertemperatur unbedeckt stehen. 
Schon nach einigen Tagen wird Schwefelwasserstoff gebildet. Nach unge- 
fähr 3—6 Wochen haben sich zahlreiche, besonders farblose Schwefelbak- 
terien eingestellt. 

Yathanson ?) züchtete Schwefelbakterien aus dem Meere in einer O'1- 
bis 1°/,igen Lösung von Natriumthiosulfat in Meerwasser und in einer 
Lösung folgender Zusammensetzung: 


1) S. Winogradsky, Über Schwefelbakterien. Bot. Ztg. Bd. 45. S. 493 (1887). — 
H. Molisch, Zwei neue Purpurbakterien mit Schwebekörperchen. Bot. Ztg. Bd. 64. S. 223 
(1906). — E. Warming, Om nogle ved Danmarks Kyster levende Bacterier. Kjöbenhavn 
1876. — 4A. Engler, Über die Pilzvegetation des weißen oder toten Grundes in der Kieler 
Bucht. IV. Ber. d. Kommission z. wissensch. Unters. d. deutschen Meere. VII. bis IX. Jg. 
Berlin 1884. 

?) S. Winogradsky, Beitrag zur Morphologie und Physiologie der Bakterien. H. 1 
(1888). 

3) Nathanson, Eine neue Gruppe von Schwefelbakterien. Mitteil. d. zool. Station 
Neapel. Bd. 15. S. 655 (1902). 
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Natriumehlorid . . . 300g 
Magnesiumchorid . . 025, 
Kaliumnitrat . . . . 010, 
Dinatriumphosphat. . 050, 
Wasser. ..:... . 1000 cms 


Magnesiumkarbonatzusatz. 


Nach Beijerinck‘) gelingt die Massenzucht von Schwefelbakterien 
durch Einbringen von Grabenschlamm in eine Lösung von: 


kristall. Natriumthiosulfatt . 05 g 
Natriumhydrokarbonat . . O1 „ 
Ammoniumchlorid . . . . 001. 
Magnesiumchlorid . . . . 001, 
Dikaliumphosphat . . . . 002, 
Wasser . „7 Zum „ANNE 
Purpurbakterien. 


Für die Beschaffung der Purpurbakterien empfiehlt Molisch ?), or- 
ganische Substrate unter erschwertem Sauerstoffzutritt im Lichte in hohen 
Standzylindern (5—7 cm breit, 30—50 em hoch) in Wasser faulen zu lassen. 

Für die Süßwasserformen verwendet Molisch als Faulsubstrat 
Knochen, gekochte Eier, Negenwürmer, Schnecken, Blutegel, Fische, Frösche, 
pflanzliche Substrate, wie Heu, Früchte von der Wassernuß, Rhizome von 
verschiedenen Sumpfgewächsen u. dgl. Am besten geschieht die Zucht in 
der wärmeren Jahreszeit im direkten Sonnenlicht. Die Zeitdauer, in welcher 
Purpurbakterien reichlich auftreten, ist sehr verschieden und schwankt 
zwischen wenigen Wochen und 3—4 Monaten. In vielen Fällen, wo die 
Purpurbakterien nur schwierig angehen, ist das Aufgießen von Olivenöl 
zweckmäßig, um den Luftzutritt auf ein Minimum einzuschränken. Dasselbe 
wird in 1 cm dicker Schicht auf die Faulflüssigkeit gegossen. 

Zur Beschaffung der marinen Purpurbakterien läßt man ausge- 
worfenes Seegras (Zostera) in hohen Standzylindern in Meerwasser am 
Lichte faulen. Viel rascher und besser ist die Entwicklung der Purpur- 
bakterien, wenn man zum Seegras noch eine tote Krabbe oder einen 
Seeigel hinzugibt und das Infus mit Olivenöl bedeckt. 

Über die für Weiterzüchtung und Reinzucht bestimmten Nährsubstrate 
vgl. S. 1226. 

Photogene Bakterien. °) 


Leuchtbakterien finden sich im Flußwasser und auch im Kote des 
Menschen. Sie können daraus mit schwach alkalischer Gelatine mittelst des 


1) M. W. Beijerinck, Über die Bakterien, welche sich im Dunkeln mit Kohlensäure 
als Kohlenstoffquelle ernähren können. Zentralbl. f. Bakt. II. Abt. Bd. 11. S. 593 (1904). 
®) H. Molisch, Die Purpurbakterien. Fischer, Jena 1907. 
») Vgl. H. Molisch, Photogene Bakterien. Lafars Handb. d. techn. Mykologie. Bd.1. 
8. 623. Fischer, Jena (1906). 
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Plattenverfahrens gewonnen werden. Weitaus die meisten photogenen Bak- 
terien, die sich auf dem Fleisch. der geschlachteten Tiere in Eiskellern an- 
siedeln oder auf toten Seefischen und im Meere vorkommen, bedürfen eines 
salzreichen Nährbodens zur künstlichen Zucht. Diese Arten gedeihen 
nur bei einem Kochsalzgehalt des Nährsubstrates von 3—3°5°/,. 

Leuchtbakterien sind auf folgende Weise sehr leicht zu gewinnen: 
(srößere Hautlappen eines frischen Seefisches mit- einigen daran haften- 
den Fleischteilen werden in eine Kochsche Kulturschale gelegt und dann 
eine 3°/,ige Meersalzlösung darüber gegossen. Man gibt soviel Meersalz- 
lösung in die Schale, daß Haut- und Fleischteile noch ungefähr 1 cm über 
die Flüssigkeitsoberfläche hervorragen. Dann bedeckt man lose mit dem 
Deckel. Diese Rohkultur hält man bei $—12°C. Schon nach 20—30 Stun- 
den sieht man leuchtende Punkte auf den hervorragenden Fleischteilen. 
Diese werden abgeimpft und mit den folgenden Gelatinenährböden zu 
Platten verarbeitet. 

Beijerinck!) verwendet zur Reinzucht folgenden Nährboden: Es wird 
eine Seefischabkochung mit Meerwasser hergestellt. Zu dieser fügt man 
8°/, Gelatine, ?/,°/, Asparagin, 1°/, Glyzerin und 1°/, Pepton. Die Reaktion 
dieser Nährgelatine soll leicht alkalisch sein. An Stelle der Gelatine kann man 
1'5°/, Agar zusetzen und erhält so einen für Leuchtbakterien sehr brauch- 
baren Fischagar. 

Verfasser züchtet die Leuchtbakterien auf einem Seefischagar, der 
aus einer Abkoehung von 100 9 Seefischfleisch mit 200 cm® Leitungswasser 
bereitet wird, indem der filtrierten und aufs ursprüngliche Volumen er- 
gänzten Suppe 25 g Pepton, 3 g Agar, 19 Glyzerin und 6g Kochsalz zu- 
gesetzt wird. Für die Isolierung der Leuchtbakterien verwendet Verfasser 
eine analog hergestellte Fischfleischgelatine mit 10°/, Gelatinegehalt. 

Nach Molisch bereitet man einen für die Zucht der Leuchtbakterien 
sehr brauchbaren Nährboden auf folgende Weise: 125g Pferde- oder Rind- 
fleisch werden mit 12 Wasser bei 10°C einen Tag hindurch digeriert. Der 
abgepreßte Fleischsaft wird mit 3°, Kochsalz versetzt und durch Kochen 
von allen in der Hitze fällbaren Eiweißsubstanzen befreit. Hierauf filtriert 
man und fügt 109 Pepton und 100g Gelatine hinzu. Das Nährsubstrat 
wird bis zur schwach alkalischen Reaktion mit Natronlauge versetzt. 


Erreger der Methan- und Wasserstoffgärung der Zellulose. ?) 


Nach Omelianski gewinnt man die Rohkulturen beider Bakterienarten 
in folgender Weise: In einen Kolben kommt am Boden in Streifen ge- 
schnittenes Filtrierpapier und auf dieses die auf S. 1226 angegebene Nähr- 


!) M. W. Beijerinck, Over lichtvoedsel en plastisch voedsel van Lichtbacterien. 
Verslag en mededeelingen d. koning. Akad. van Wetenschap., Afdeeling Natuurkunde. 
2de Reeks. Deel VII. S. 239. Amsterdam (1890). Referat: Zentralbl. f. Bakt. I. Abt. Bd. 8. 
S. 616 (1890). 

?) W.Omelianski, Die Zellulosegärung. Lafars Handb.d.techn. Mykolog. Bd. 3. S. 253. 
Fischer, Jena (1904). 
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lösung, mit der der Kolben vollständig gefüllt wird. Dann setzt man Kreide 
zu und impft mit faulenden Blättern aus dem Grunde von Teichen oder 
Flußschlamm oder endlich frischem Pferdemist. Der Kautschukstopfen des 
Kulturkolbens ist durchbohrt und führt ein $-förmiges Ableitungsrohr, das 
in ein übergestülptes Gasauffanggefäß einmündet, welches in einer pneu- 
matischen Wanne steht. Nebenstehende Fig. 407 zeigt uns die ganze Ver- 
suchsanordnung, wie sie Verfasser gewöhnlich benutzt. Die Kultur wird bei 
34—35° C ausgeführt. Erst nach einer Woche zeigen sich die ersten 
Gärungserscheinungen. Die Flüssigkeit ist leicht getrübt und die Filtrier- 
papierstreifen erweichen, was daran sichtbar wird, daß sie sich eng zu- 


sammenlegen und sozusagen „welken“. Am Ende der Gärung bleibt ein 
halbverfaulter Filtrierpapierrest übrig, der bei der leisesten Berührung zer- 
fällt und ein mißfarbiges Aussehen zeigt. Die Streifen sind angefressen und 
vielfach durchlocht. Von der weiteren Behandlung des Materiales hängt es 
ab, ob man zur reinen Methan- oder Wasserstoffgärung kommt. 


Um die Wasserstoffgärung zu bekommen, erhitzt man vor 
der ersten Abimpfung auf einem weiteren Kolben das Aussaat- 
material durch 15 Minuten auf 75°C. Es werden nun noch einige Ab- 
impfungen nach komplett durchgeführter Gärung gemacht. Vor jeder wird 
das Impfmaterial des letzten Kolbens die angegebene Zeit hindurch auf 
75°C erhitzt. Auf diese Weise wird der Erreger der Methangärung aus- 
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geschaltet, da er sich vor dem Erreger der Wasserstoffgärung zu ent- 
wickeln pflegt und nach vollendeter Gärung fast vollständig verschwunden ist. 

Zur Gewinnung der Erreger der Methangärung überimpft 
man während der Gärung (10—25 Tage nach der Einsaat) ohne 
vorhergehende Erwärmung in die gleiche Nährlösung mit Kreide- 
zusatz wie oben, indem man ein Filtrierpapierstückchen, das an- 
gegriffen erscheint, überträgt. Solche Überimpfungen ohne einge- 
schaltete Erhitzung wiederholt man einige Male. Schon nach der 6. bis 
7. Abimpfung hat man meistens eine reine Methangärung vor sich. 


Essigbakterien.') 


Eine sehr ergiebige Fundstelle für Essigsäure bildende Bakterien sind 
die Holzspäne der Essigständer. Zur Anreicherungs- oder Vorzucht bringt 
man ein Stückchen eines Spanes in Bier oder Wein und hält die Probe 
bei 25°C. Man kann auch Hefewasser verwenden, dem 6—7°/, Alkohol 
zugesetzt sind. Als Kulturgefäß dient ein großer Erlenmeyerkolben, dessen 
Boden etwa in 1 cm hoher Schicht von der Nährflüssigkeit bedeckt ist. 
Zur Isolierung schreitet man, wenn dem Gefäß ein schwacher Geruch nach 
Essigsäure entströmt und bevor es zur Bildung einer sehr starken Zoogloda 
kommt. 

Für die Isolierung verwendet man Bier oder Weingelatine. Man fügt 
dem Biere oder Weine 10°, Gelatine zu und sterilisiert dann in der 
üblichen Weise. Dabei verliert dieses Nährsubstrat Alkohol, weshalb man 
nach der Sterilisation 2—21/, cm® Äthylalkohol auf 100 cm® Nährboden 
hinzugibt. Auch mit Hefewasser hergestellte Nährgelatine erweist sich sehr 
brauchbar. Die weitere Zucht geschieht entweder in Würzegelatine oder 
-Agar mit 5—6°/, Alkoholgehalt. 

Sind Späne aus Essigständern nicht erhältlich, kann man Essig- 
bakterien einfach aus der Luft einfangen, wenn man Wein oder vergorene 
Fruchtsäfte in offenen Gefäßen an einem wärmeren Orte aufstellt. Nach 
einiger Zeit zeigt der Inhalt einen Geruch nach Essigsäure und es bilden 
sich an der Oberfläche dickere oder feinere Häute aus, je nach der Art 
der erhaltenen Essighbakterien. Die Reinzüchtung geschieht in der an- 
gegebenen Weise. 


Milchsäurebakterien. 


Als Fundort für Milchsäurebakterien ist spontan sauer ge- 
wordene Milch und gärende Maische vornehmlich zu bezeichnen. Die 
Reinzüchtung geschieht entweder auf saurer aus Molken hergestellter 
Nährgelatine oder mit Hilfe des von Beijerinck?) angegebenen Kreide- 


1) Vgl. W. Henneberg, Gärungsbakteriologisches Praktikum. Betriebsuntersuchun- 
gen und Pilzkunde. S.510. Paul Parey, Berlin (1909). Hier sehr reiche Literatur und 
spezielle Verfahren für Schnell-, Wein- und Bieressigbakterien. 

2) W.M. Beijerinck, Verfahren zum Nachweise der Säureabsonderung bei Mikrobien. 
Zentralbl. f. Bakt. I. Abt. Bd. 9. S. 781 (1891). 
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nährbodens in Verbindung mit dem Zinkkarbonatnährboden. Letzteres 
Verfahren führt zu einer raschen Trennung der in Maische gleichzeitig 
vorhandenen Essigsäurebakterien. Zuerst stellt man sich einen Nährboden 
her, bestehend aus einer Hefewasser-Glukose-Gelatine (Agar), die mit ge- 
schlemmter Kreide versetzt ist. 8 Hefe werden in 100 cm® Wasser gekocht 
und mit 10 9 Gelatine und 5 g Glukose versetzt. Nach dem Filtrieren wird 
eine Portion des Nährsubstrates mit Schlemmkreide bis zur starken milchigen 
Trübung versetzt, die andere mit Zinkkarbonat. Der Kreidenährboden wird 
zu Platten in Petrischalen verarbeitet. Ein Tropfen frischer gärender 
Maische wird nun in sterilem Wasser verteilt und damit die Kreide- 
gelatineplatte übergossen. Das überschüssige Impfmaterial entfernt man 
durch Abgieben (siehe S. 1265). Es entwickeln sich die Kolonien der säure- 
bildenden Bakterien, vornehmlich Essigsäure- und Milchbakterien, dann 
auch Hefen. Von den aus Bakterien gebildeten Kolonien impft man auf 
schräg erstarrte Hefewassergelatine ohne Kreide ab. Nun stellt man von 
der Zinkkarbonatgelatine Platten her und macht mit den angegangenen 
Reinkulturen Striche auf denselben. Die Essigsäurebakterien gedeihen gut 
und hellen rasch einen großen Hof um den Impfstrich auf, während die 
mit Milchsäurebakterien angelegten Impfstriche viel geringere Aufstellungs- 
zonen und schlechtes Wachstum zeigen. 


Buttersäurebakterien. 


Nach Beijerinck!) verfährt man zur Gewinnung von Granulobacter 
saccharobutyricum auf folgende Weise: In ein Kochkölbchen gibt man 
eine 5°/,ige Auflösung von Glukose in destilliertem Wasser mit einem Gehalt 
von 5°/, fein gemahlenem Fibrin. Es wird kräftig gekocht, noch während 
des Kochens etwas feuchte Gartenerde eingebracht und sofort nach der 
Infektion noch heiß in den Thermostaten mit 35° C gebracht. Nach 
24—48 Stunden ist die Gärung in vollem Gange. Von Zeit zu Zeit neu- 
tralisiiertt man mit Natronlauge. So erhält man eine Anhäufung dieser 
Bakterienart, die sich in dieser rohen Zucht in praktischer Reinkultur 
befindet. Mittelst der ana@roben Reinzuchtverfahren unter Verwendung von 
saccharosehaltiger Nährgelatine kann man dann leicht Reinkulturen erhalten. 

Um ausgeprägte Klostridienformen zu erhalten, verwendet man als 
Kulturflüssigkeit eine Auflösung von 5g Saccharose, 0'05 g Natriumphos- 
phat, 0'059 Magnesiumsulfat und 0'05 g Chlorkalium in 100 em® Wasser. 
Dieser Lösung setzt man 3 g präzipitiertes Caleiumkarbonat und 5g fein 
gemahlenes Fibrin zu. Hierauf wird gekocht und in der oben angegebenen 
Weise weiter verfahren. 

Bezüglich der Einteilung und Diagnoseder anaöroben Buttersäurebakterien 
sei auf die grundlegende Arbeit von Schattenfroh und Graßberger ?) verwiesen. 


1) W.M. Beijerinck, Über die Einrichtung einer normalen Buttersäuregärung. 
Zentralbl. f. Bakt. II. Abt. Bd. 2. S. 699 (1896). 

?) A. Schattenfroh und R. Graßberger, Über Buttersäuregärung. Archiv f. Hyg. 
Bd. 37. S.54 (1900). 
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Gewinnung von Spirillen. 


In der Natur kommen große Spirillen sehr häufig vor, besonders in 
Schweinejauche, in Strohaufgüssen, im Grabenwasser und im 
Sumpfwasser. Zur Anreicherung für die künstliche Kultur stellt man 
folgende Nährlösung her): 


Wassers das 02 G00DMemE 
Caleiumacetat . . . 29 
Dikaliumphosphat. . 005g 
Beptontm? rat 220059 


Diese Nährlösung wird im Erlenmeyerkolben von 100 cm® in ziem- 
lich hoher Schicht eingegossen und mit wenig Grabenschlamm oder Sumpf- 
schlamm beschickt. Schon nach 48 Stunden bei 32° C zeigt sich ein feines, 
irisierendes Häutchen, das fast ausschließlich aus großen Spirillen besteht. 
Man impft nun weiter auf eine Reihe von Kölbchen mit der genannten 
Nährlösung. Nach 4—5 Rohkulturen schreitet man zur Reinzucht. Dazu 
benutzt man folgenden Spirillenagar (vgl. Zettnow?). 

Agar wird in einer Menge von 8g in Wasser durch 8 Tage faulen 
gelassen und weitere 8 Tage in fließendem Leitungswasser gewaschen. 
Verfasser gibt ihn in ein feinmaschiges Sieb, das in einer Glastasse steht. 
Von oben her wird ein konstanter Wasserstrom in das Sieb laufen ge- 
lassen. Man kocht fein gehacktes Pferdefleisch mit der gleichen Menge 
Wasser durch 1 Stunde auf offenem Feuer, läßt auskühlen, preßt ab und 
füllt das Filtrat auf das ursprüngliche Volumen wieder auf. Der Agar wird 
nun auf dem Sieb vom überschüssigen Wasser befreit und in eine Mischung 
von 125 cm obigen Fleischwassers, 125 em? Wassers und 0:5 g Pepton ein- 
getragen und im Dampftopf zur Lösung gebracht. 

Nun stellt man sich ein 1°/,ige Lösung von Ammonsulfat, eine 
1°/,ige Lösung von Kaliumnitrat und eine 5°/,ige Lösung von 
Caleciumlaktat her. Man mischt 90 cm® vom obigen Fleischwasser- 
peptonagar mit 18cm? der Kaliumnitratlösung, 18cm? der Ammon- 
sulfatlösung und 54cm? der Caleiumlaktatlösung und setzt soviel 
Natronlauge zu, bis Lackmus deutlich gebläut wird. Nach Abkühlung des 
Nährbodens auf 50°C werden 20 cm: einer 5°/,igen Eieralbuminlösung 
zugesetzt. Hierauf erhitzt man im Dampfschrank durch 40 Minuten und 
filtriert. Der in Röhrchen abgezogene Agarnährboden wird zu Platten. ver- 
arbeitet, die mit einer Aufschwemmung der aus den Anreicherungskulturen 
gewonnenen Spirillen in sterilem Wasser übergossen. werden. Der Über- 
schuß der Bakterienemulsion wird sofort wieder abgeschüttet und der 
Schalenrand mit einem in Alkohol getränkten und gut ausgedrückten 


1) @.van Iterson, The decomposition of cellulose by aerobie microorganisms. 
Kon. Akad. van Wettenskappen te Amsterdam. p. 685 (1903). Ref. Kochs Jahresber. 


1903. S. 460. - 
?) Zettnow, Nährboden für Spirillum Undula majus. Zentralbl. f. Bakt. I. Abt. 


Bd. 19. S. 393 (1896). 
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Wattebausch abgewischt. Die Kulturen werden bei 28°C gehalten und 
täglich auf Kolonien untersucht. Von den Spirillenkolonien werden auf 
schräg erstarrtem Spirillenagar obiger Zusammensetzung die Reinkulturen 
angelegt. 


Strahlenpilze. 


Nach Berestneff‘) gewinnt man Aktinomyzesarten sehr leicht auf 
folgende Weise: 

In eine große, gläserne Doppelschale (am besten Kochsche Kultur- 
schale) wird eine Lage von sterilisiertem Sand gegeben, den man mit 
sterilem Wasser befeuchtet. In diese Sandschichte werden nun trockene 
Grashalme (Heuteile), Ähren oder Strohhalme wie Setzlinge einge- 
steckt. Die bedeckten Schalen hält man bei 22—25°C. Nach einigen 
Tagen entstehen in dem Sand um die eingesteckten Halme weißliche, wie 
Kreideflecke aussehende Kolonien, die aus Strahlenpilzen bestehen. 


Schimmelpilze. 


Für die Gewinnung bestimmter Schimmelpilze läßt sich kaum eine 
Vorschrift geben. Am besten ist es, angefeuchtetes Brot in einer 
offenen Schale einige Stunden der freien Luft auszusetzen und dann in 
den Thermostaten mit 22°C zu bringen. So fängt man gewöhnlich einige 
Arten von Schimmelpilzen ein. 

Auch mit einer Gelatineplatte aus sauer reagierender Gelatine 
wird man ihrer leicht habhaft, wenn man sie unbedeckt für einige Stunden 
im Laboratorium aufstellt. Bei den angegangenen Schimmelkolonien wartet 
man die Bildung der Sporangien ab und geht bei der Reinzüchtung von 
der Spore aus. In einer mikroskopischen feuchten Kammer bringt man 
Sporen auf die Gelatine, wie es bei der Zucht aus einer Zelle beschrieben 
ist (5.1234). In unserem Falle impfen wir die eben gekeimte Spore ab. 


X. Methoden der bakteriologischen Wasser-, Boden- und Luft- 
untersuchung. 


Wasseruntersuchung. 


Als oberster Grundsatz bei jeglicher bakteriologischen Wasser- 
untersuchung hat zu gelten, jede entnommene Wasserprobe sofort oder 
innerhalb der nächsten Zeit zu verarbeiten. In letzterem Falle ist 
die Probe unmittelbar nach der Entnahme in Eis zu verpacken und darin 
bis zur Verarbeitung zu belassen. Alle Gefäße, mit denen die Probe in 
Berührung kommt, sind sorgfältig zu sterilisieren. 

Die Entnahme einer Wasserprobe wird nun in verschiedener 
Weise und mit verschiedenen Gefäßen vorgenommen, je nachdem ein 


N, Berestneff, L’Actinomycose et ses agents inf&ctieux. Moskau 1897. 
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Brunnen, eine Leitung oder ein offenes Gewässer zu untersuchen ist. Aus 
Leitungen ununterbrochen fließendes Wasser fängt man einfach in sterile 
Erlenmeyerkolben auf, die einen Watteverschluß tragen. Vor Auffangen 
der Probe reinigt man die Ausflußöffnung sorgfältig und faßt die Probe, 
nachdem einige Minuten der Wasserstrom weitergeflossen ist. Handelt es 
sich um abgesperrt gewesene Leitungen, so läßt man längere Zeit Wasser 
fließen und entnimmt erst dann die Probe. Daß Neuanlagen von Rohr- 
leitungen für Brunnen vor der Entnahme der Wasserprobe_ sterilisiert 
werden müssen, braucht kaum besonders hervorgehoben werden. Dafür 
ist nach den Angaben von Neisser!) ein Dampfstrom zu verwenden. 

Aus offenen Gewässern entnehme man die Probe entfernt vom 
Ufer in einer sterilisierten Flasche von 200—500 em? Inhalt. Dieselbe 
ist mit einem tadellos eingeschliffenen Stopfen versehen, wird in gewöhn- 
liches Filtrierpapier eingeschlagen und dann bei 150° im 
Heißluftsterilisator sterilisiert (siehe S. 1205). Zur Ent- 
nahme ist es am besten, sich in einem Kahn weiter vom 
Ufer zu entfernen, die ausgewickelte verschlossene Flasche 
mit den Händen ca. 20 cm unter die Oberfläche zu halten 
und dann den Stopfen zu lüften. Wenn die Flasche etwa ?/, 
voll ist, verschließt man unter Wasser und hebt die Flasche 
heraus. Man stellt die Probe sofort im Dunkeln in Eis ein. 

Von denzahlreichen Apparaten, diezur Entnahme 
von Wasserproben aus bestimmten Tiefen dienen, 
sei besonders erwähnt die Einrichtung nach Esmarch.?) 
Bei derselben wird einem Metallgestell, welches durch Blei- 
ausgüsse beschwert ist, ein starkwandiger Erlenmeyer- 
kolben eingefügt. Als Verschluß dient ein Bleizylinder, der 
an der der Glasmündung zugekehrten Seite eine mit 
Watte ausgepolsterte Kautschukkappe trägt. Dieser Stem- 
pel gleitet in Führungen und läßt sich mit einer ange- 
brachten Schnur heben. Der ganze Apparat hängt an einer 
starken Schnur, die Metermarken trägt. In Fig. 408 ist derselbe in etwas 
abgeänderter Form wiedergegeben. Beim Gebrauch wird der Kautschuk- 
verschluß mit 60°/, Alkohol gut gereinigt, dann der Alkohol verdampfen ge- 
lassen und jetzt nach Entfernung des Wattebausches der passende, steri- 
lisierte Erlenmeyerkolben eingesetzt. In beliebiger Tiefe kann durch Anziehen 
der Schnur der Verschluß gehoben werden, um Wasser in die Flasche ein- 
dringen zu lassen. 


Fig. 408. 


!) Max Neisser, Dampf-Desinfektion und -Sterilisation von Brunnen und Rohr- 
löchern. Zeitschr. f. Hyg. u. Infektionskr. Bd. 20. S. 301 (1895). 

?) A. Dräer, Das Pregelwasser oberhalb, innerhalb und unterhalb Königsberg in 
bakteriologischer und chemischer Beziehung, sowie hinsichtlich seiner Brauchbarkeit 
als Leitungswasser, nebst einigen Bemerkungen über die Selbstreinigung der Flüsse und 
über die Einleitung von Abwässern in Flußläufe. Zeitschr. f. Hyg. u. Infektionskr. 
Bd. 20. S. 339 (1895): 
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Für das Abmessen der zu verimpfenden Wassermenge benutzt man 
Pipetten, die 1 cm® (in Zehntel geteilt) fassen. Am zweckmäßigsten sind 
enge Röhrenpipetten, die eine O-Marke und die Zehntelkubikzentimeter- 
marken tragen. Man läßt dann bis zum Teilstrich, der die gewünschte 
Zehntelkubikzentimeteranzahl angibt, ablaufen. Auslaufpipetten sind nicht 
zu empfehlen. Man hält sich einen größeren Vorrat von sterilisierten 
Pipetten, die man mit der Spitze nach unten in eine größere Eprouvette 
stellt, welche mit einem Wattebausch verschlossen ist. Die chemisch 
gereinieten Pipetten werden mit Alkohol ausgespült, dann getrocknet, in 
die Eprouvette eingestellt und dann im Heißluftsterilisator keimfrei gemacht. 

Die Plattenkulturen werden nach Heim!) am besten mit Fleisch- 
wasserpeptongelatine angelegt, da mit dem Abstiftungsverfahren 
nach Hiltner und Störmer:) die Gefahr des Überwucherns Gelatine ver- 
flüssigender Mikroben beseitigt wird. 

Das „Abstiften“ geschieht in der Weise, dal man diejenige Kolonie, 
die den Nährboden zu überwuchern droht, sofort mit einem Stängelchen 
von salpetersaurem Silber betupft oder damit umzieht. Über den Silber- 
wall wächst sie dann nicht hinaus. Enthält der Nährboden Chloride, wie in 
unserem Falle, scheidet sich sofort Silberchlorid aus, das sich alsbald bräunt. 
Wenn man für die abzustiftende Bakterienart Interesse hat, muß man sie na- 
türlich vor dem Abstiften abimpfen, da die Bakterien dabei vernichtet werden. 

Das Instrumentarium für bakteriologische Wasserunter- 
suchungen besteht im wesentlichen aus folgenden Geräten: 
eine reichliche Anzahl sterilisierter Petrischalen, die vor dem Er- 
hitzen im Heißluftsterilisator in Filtrierpapier eingeschlagen werden — man 
wähle solche Schalen aus, die einen ebenen Boden besitzen; eine größere 
Anzahl steriler Pipetten; eine entsprechende Anzahl von Proberöhrchen 
mit 5—10 cm: Fleischwasserpeptongelatine; sterilisierte Flaschen 
zur Entnahme der Wasserproben, bei solchen aus bestimmten Tiefen einen 
entsprechenden Apparat; dann 6—10 Flaschen mit genau 27 und 49 em? 
sterilem Wasser, zur Anlegung der Verdünnungen bei sehr bakterien- 
reichen Wasserproben; weiters eine Spirituslampe, eine Spiegelglas- 
platte oder Steinplatte zum Auflegen der Petrischalen beim Erstarren 
der Gelatine, eine Wasserwage zum Horizontalstellen der vorgenannten 
Platte, endlich einige Klebezettel, einen Glasschreibstift, eine Federzange 
und einen Eiskühler, wie ihn Franz Kral in der Prager medizinischen 
Wochenschrift 1891 beschrieben hat. Unsere Abbildung Fig. 409 zeigt 
denselben. Außerdem gehört zur kompletten Ausrüstung ein Thermometer. 
Am besten ist es, mit den genannten Gerätschaften ausgerüstet, den Platten- 
guß an Ort und Stelle sofort nach der Entnahme auszuführen. 


t) L. Heim, Lehrbuch der Bakteriologie. S. 481. Enke, Stuttgart (1906). 

2) L. Hiltner und K. Störmer, Studien über die Bakterienflora des Ackerbodens, 
mit besonderer Berücksichtigung ihres Verhaltens nach einer Behandlung mit Schwefel- 
kohlenstoff und nach Brache. Arb. a. d.biolog. Abt. f. Land- u. Forstwirtschaft am kaiserl. 
Gesundheitsamte. Bd. 3. S. 445 (1903). 


Abderhalden, Handbuch der biochemischen Arbeitsmethoden. II. 84 
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Die Art und Weise der Wasserentnahme wurde bei den Apparaten 
bereits beschrieben, weshalb im folgenden der Gang der Untersuchung vom 
Plattenguß ab kurz dargelegt ist. 

Man verflüssigt zuerst am Spiritusbrenner in einem Wasserbad die 
voraussichtlich in Verwendung kommenden Gelatineröhrchen und stellt die 
Steinplatte mit der Wasserwage horizontal ein. Hierauf entnimmt man 
die Wasserprobe und bringt davon 1 cm#® in eine Petrischale in der Weise, 
daß man diese in Tropfenform in der Schale verteilt. Dann gießt man 
den Inhalt eines verflüssigten, auf 33° C abgekühlten Gelatineröhrchens 
hinzu und mischt durch vorsichtiges wiederholtes Neigen der Schale das 
Wasser mit der Gelatine. Vor dem Eingießen ist der Rand des Probe- 
röhrchens abzuflammen. Dann stellt man die Schale zum Erstarren auf die 
Steinplatte. Die von B. Fischer her- 
rührende Methode des Mischens in der 
Schale ist weitaus genauer als die 
Einführung der abgemessenen Wasser- 
probe in das Proberöhrchen mit Ge- 
latine und der nachherige Plattenguß. 


IN 
II TUT 


Il 
Fig. 410. 


In der gleichen Weise legt man noch Platten mit 0'5 cm® Wasserprobe an. 
Dann verdünnt man die Wasserprobe, indem man 1 cm? derselben in das 
Fläschehen mit 49 bzw. 24 em® sterilisiertem Wasser einbringt und sehr 
gut durchschüttelt. Davon gießt man wieder in der angegebenen Weise 
Platten unter Zusatz von 1 cm® der verdünnten Probe. Über diese Ver- 
dünnungen sind genaue Aufschreibungen zu führen, da dieselben zur Er- 
reichung der wirklichen Keimzahl die Grundlage bilden. Sobald die Platten 
erstarrt sind, kommen sie in den Eiskühler. 

Die Züchtung der Platten erfolgt bei 20—22° C und hat 7— 10 Tage 
hindurch zu dauern. Die Platten sind täglich zu kontrollieren und stark 
verflüssigende Bakterienkolonien durch Abstiften auszuschalten. 

Die angegangenen Kolonien werden nun gezählt. Die Zäh- 
lung hat immer mikroskopisch zu geschehen, da nur dann zuver- 
lässige Zahlen zu erhalten sind. 


| 


ÄRUNNNENT —E 


Fig. 409. 
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Sind nicht allzu viele Kolonien angegangen (1000-1500), so nimmt 
man die esamtauszählung!) der Platte nach Heim, modifiziert von 
Schütz, vor. Zu dem Ende zieht man auf der Unterseite der Schale eine 
Anzahl von parallelen Tuschelinien in Entfernungen, die entsprechend dem 
verwendeten Objektiv und Okular gewählt werden. Man verwendet dazu 
nur schwache Systeme mit höchstens 50facher Vergrößerung. Man bestimmt 
die Entfernung sehr leicht dadurch, daß man zuerst auf einen Milimeter- 
maßstab scharf einstellt und nachsieht, wie viele Millimeter auf das Gesichts- 
feld gehen. So weit entfernt zieht man die Linien, Fig. 410 zeigt uns 
das (Gesichtsfeld, in dem ein Maßstab mit Millimeterteilung eingestellt 
ist. Wir übersehen 6 mm. Dementsprechend sind die Linien in einem 
Abstand von 6 mm auf der Rückseite der Schale zu ziehen. Man zählt 
nun die Kolonien in jedem Streifen von einer Seite beginnend. Jede beendete 
Reihe erhält ein Zeichen mit Tusche. Von denjenigen Kolonien, die gerade 
auf der Linie liegen, werden alle jene mitgezählt, welche von der oberen 
Linie durchschnitten werden. Um die tiefliegenden Kolonien nicht zu über- 
sehen, zählt man bei enger Blende und unter ständigem Heben und 
Senken des Tubus. 

Wie schon angedeutet, empfiehlt sich diese Art der Zählung dann, 
wenn verhältnismäßig weniger Kolonien angegangen sind. Sind viele vor- 
handen, so werden 30 Gesichtsfelder gezählt (Neisser?), die in unge- 
fähr gleichen Abständen auf der Platte liegen. Man markiert dieselben auf 
der Rückseite der Platte mit Tuschepunkten, die in die Mitte des Gesichts- 
feldes nach und nach eingestellt werden. Nach der Zählung eines Feldes 
wird der entsprechende Punkt durchstrichen oder gelöscht. Aus sämtlichen 
erhaltenen Zahlen wird das arithmetische Mittel gerechnet. Dann berechnet 
man, wie oft das Quadrat des Durchmessers des Gesichtsfeldes im Quadrat 
des Schalendurchmessers enthalten ist und multipliziert diese Zahl mit der 
mittleren Keimzahl eines Gesichtsfeldes. Den Durchmesser eines Gesichts- 
feldes ermittelt man, indem man einen Objektmikrometer in die Mitte 
einstellt und die Teile abliest, die auf ein Gesichtsfeld gehen. Den Schalen- 
durchmesser bestimmt man mit einem genauen Millimetermaßstab. 

Befinden sich auf der Platte auch für diese Zählung zu viele Kolonien, 
so arbeitet man mit stärkerer Vergrößerung und zählt nur Teile von 
Gesichtsfeldern. Für diese Zwecke hat Heim) eine Okularzähl- 
scheibe angegeben, die an Stelle eines Okularmikrometers in das Okular 
gelegt wird. Dieselbe besitzt eingeätzt eine Anzahl von konzentrischen 
Kreisen und Strichkreuzen, die sich im Mittelpunkt der Kreise schneiden. 
Entsprechend der Kolonienanzahl zählt man das Feld des kleinsten oder 
eines größeren Kreises aus, wobei die Strichkreuze durch Unterabteilung 
der Fläche die Zählung erleichtern. Wieder zählt man 30 Felder, die in 


‘) L. Heim, Lehrbuch der Bakteriologie. S. 484. Enke, Stuttgart (1906). 

?) M. Neisser, Die mikroskopische Plattenzählung und ihre spezielle Anwendung 
auf die Zählung von Wasserplatten. Zeitschr. f. Hyg. u. Infektionskr. Bd. 20. 8.119 (1895). 

®») L. Heim, Lehrb. d. Bakteriol. 8.485. Enke, Stuttgart (1906). 
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ungefähr gleichen Abständen auf der Platte verteilt sind. Die Rechnung 
wird analog durchgeführt, nachdem man die Größe des Durchmessers vom 
Gesichtsfeldteil und von der Schale gemessen hat, nach der Formel 
D: 
Zi we 

in der Z die Keimzahl der Platte, D den Schalendurchmesser in Millimetern, 
d den Durchmesser des gezählten Gesichtsfeldteiles und a das arithmetische 
Mittel der für jeden gleichgroßen Gesichtsfeldteil erhaltenen Zahlen der 
Kolonien bedeutet. 

Aus der erhaltenen Kolonienzahl der Platte berechnet man die An- 
zahl der Bakterien für den Kubikzentimeter der Wasserprobe, was natürlich 
bei Verwendung eines Kubikzentimeters zum Plattenguß wegfällt. Würde 
eine 25- oder 50fache oder noch stärkere Verdünnung vorgenommen, dann 
ist die für den Kubikzentimeter des in die Platte verimpften Substrates 
berechnete Keimzahl noch mit der Größe der Verdünnung zu multiplizieren, 
um die wahre Keimzahl für den Kubikzentimeter ursprünglicher Wasser- 
probe zu erhalten. 

Die Platten werden am siebenten bis zehnten Tag ausgezählt. Sind 
Artbestimmungen von angegangenen Kolonien zu machen, wird man vor 
der Zählung von den in Frage kommenden Kolonien die Abimpfungen vor- 
nehmen. Ist dies nicht der Fall und können aus Zeitmangel oder irgend 
einem Umstand die Platten nicht zur richtigen Zeit ausgezählt werden, 
kann man sie für diesen Zweck mit Formalin konservieren. Zu dem Ende 
werden sie entweder nach Abnahme des Deckels in einen größeren gut- 
schließenden Behälter gegeben, auf dessen Boden ein in Formalin getränkter 
Wattebausch liegt, oder man desinfiziert sie nach Heim.!) Danach nimmt 
man eine ca. 1 cm größere Filtrierpapierscheibe als der Deckel groß ist, 
legt sie auf die offene Schale und preßt den Deckel darauf. Dann haftet 
das Filtrierpapier im Deckel, der nun abgehoben wird. Hierauf tropft man 
auf das Filtrierpapier einige Tropfen Formalin und deckt wieder damit zu. 

Bei sehr bakterienreichen Flüssigkeiten wird oft eine unmittelbare 
Zählung der Bakterien selbst notwendig werden. Nach Winterberg?) 
geschieht dieselbe auf folgende Weise: Gezählt wird in der schon von Hueppe 
und Lafar für diesen Zweck empfohlenen Zählkammer von Thoma-Zeiss. 
Dieselbe wird vor und nach dem Gebrauch zuerst in Sublimat 1:2000 Wasser, 
dann mit destilliertem Wasser gereinigt, mit 60°/,igem Alkohol, mit starkem 
Alkohol und endlich mit Äther abgespült und getrocknet. Die Deckgläschen 
werden ebenso vorbereitet. Man wählt mitteldicke Deckgläschen. 

Als Verdünnungsflüssigkeit verwendet man eben hergestelltes 
destilliertes Wasser, das sich in einer sterilisierten Bürette befindet. Man 
verdünnt in kleinen Kölbchen. Wesentlich erleichtert wird das Zählen, wenn 


1) L. Heim, Lehrb. d. Bakteriol. S.483. Enke, Stuttgart (1906). 


?) H. Winterberg, Zur Methodik der Bakterienzählung. Zeitschr. f. Hyg. u. In- 


fektionskrankh. Bd. 29. S. 75 (1898). 


Ze An nn 


Die wichtigsten Methoden beim Arbeiten mit Pilzen und Bakterien, 1331 
man zur Verdünnungsflüssigkeit eine geringe Menge Methylenblau zu- 
setzt, bis zur hellblauen Färbung. Es muß sehr gut nach der Einsaat der 
Bakterien geschüttelt werden, um eine möglichst gleichmäßige Verteilung 
derselben im Substrat zu erreichen. Zur Zählung dient das Objektiv D und 
das Okular IV von Zeiss. Nachdem die beschickte, bedeckte Kammer etwa 
10 Minuten ruhig auf dem horizontalen Mikroskoptisch gelegen ist, beginnt 
man mit der Zählung. 

Die Berechnung erfolgt nach der Formel: 


1 BENR 
In. 250.000, 


in der x die in 1cm® Zählflüssiekeit enthaltenen Keime bedeutet, n die 
Summe aller gezählten Keime, y die Anzahl der gezählten großen Quadrate. 

Soll die Menge der Bakterien im Kubikzentimenter ursprünglicher 
Substanz bestimmt werden, so muß die verwendete Verdünnung und Menge 
der eingebrachten ursprünglichen Flüssigkeit noch in Rechnung gesetzt werden. 

Auch diese Methode hat ihre Fehler und ergibt nicht absolut genaue 
Werte; immerhin verdient sie bei genaueren wissenschaftlichen Wachstums- 
und Vermehrungsversuchen angewendet zu werden. 

Der Gang einer bakteriologischen Wasseruntersuchung wird immer 
der gleiche sein, nur werden mitunter andere Nährsubstrate verwendet, 
wenn es sich um ganz bestimmte Organismen handelt, auf deren Nach- 
weis es ankommt, oder wenn die Wasseruntersuchung für einen bestimmten 
technischen Zweck ausgeführt wird. Für diese Fälle sei auf die „Mikro- 
skopische Wasseranalyse“ von Mez!) verwiesen. 


Bodenuntersuchung. 


Die oberflächlichen Erdproben entnimmt man mit einem steri- 
lisierten Platinlöffel und gibt die Probe in ein sterilisiertes, vorher ge- 
wogenes Wägefläschchen, daß man in Eis gekühlt ins Laboratorium bringt. 

Zur Entnahme der Erdproben aus größeren Tiefen bedient man 
sich des Bohrers nach Fränkel?), dessen Bohransatz Fig. 411 zeigt. Der- 
selbe enthält eine Höhlung, die durch einen Schieber verschließbar ist. Die- 
ser wird beim Eindrehen nach links durch den Widerstand des Bodens 
zugedrückt. Sobald man in der gewünschten Tiefe ist, dreht man nach 
rechts, wodurch der Schieber geöffnet wird und das Erdreich in das Innere 
des Bohransatzes vordringt. Durch eine weitere Linksdrehung wird die 
Kammer wieder geschlossen. Dann zieht man den Bohrer zurück und 
versorgt die Erdprobe sofort in einem sterilisierten Wägeglas. 

Zur genaueren Festsetzung der Keimzahl für eine bestimmte Menge 
Erde verfährt man auf folgende Weise nach Hiltner und Störmer ®): Zur 


!) Mez, Mikroskopische Wasseranalyse. Berlin 1898. 

®) C. Fränkel, Untersuchungen über das Vorkommen von Mikroorganismen in 
verschiedenen Bodenschichten. Zeitschr. f. Hyg. u. Infektionskrankh. Bd. 2. S. 521 (1887). 

°) L. Hiltner und K. Störmer, Studien über die Bakterienflora des Ackerbodens 
mit besonderer Berücksichtigung ihres Verhaltens nach einer Behandlung mit Schwefel- 
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Plattenkultur verwendet man leicht alkalische Fleischwasserpepton- 
gelatine folgender Zusammensetzung: Fleischbrühe 1000 em3, Pepton 10 g 
— Kochsalz 5°'0g —, nach Neutralisierung Zusatz von 1'5g Kristallsoda. 
Die Erdprobe wird im verschlossenen Wägegläschen samt demselben gewogen, 
dann rasch mit einem sterilisierten Platinlöffel von den verschiedenen Stellen 
der Probe kleine Portionen abgenommen, deren Gewicht zusammen etwa !/, g 
ausmacht. Das Wägeglas wird sofort geschlossen und neuerlich gewogen. 
So erhält man das Gewicht der feuchten, zur Keimzahlbestimmung ver- 
wendeten Erde. Diese Erdprobe wird mit 400 cm sterilisiertem Wasser über- 
gossen und die Erdreste vom Platinlöffel damit hineingespült. Man schüttelt 
nun kräftig und gut durch und entnimmt der Aufschwemmung 1 cm3, den 
man in 100 cm? sterilen Wassers verteilt. Diese zweite Verdünnung wird 
ebmual: sründlich durchgemischt. Von ihr wird zu einer Platte je 1 cm? 
Fan genommen. Die Platten werden am besten nach der auf 

S. 1328 angegebenen Methode gegossen. Die Verdünnungen 
sind natürlich bei der Berechnung der Keimzahl für 14 
feuchte Erde in Rechnung zu setzen. Zweckmäßiger ist 
es, für 1g trockene Erde die Mikroorganismenanzahl zu 
berechnen oder im ersteren Falle den Wassergehalt der 
Erdprobe anzugeben. Derselbe läßt sich leicht durch 
Trocknen bis zu konstantem Gewicht ermitteln. 

Die Zählung der Platten erfolgt am achten Tage. 
Die Platten sind vollständig auszuzählen, da gut verwend- 
bare Erdplatten nicht mehr als 120—150 Kolonien auf- 
weisen sollen. Deshalb ist das Material reichlich zu ver- 
dünnen. Mittelst des Abstiftungsverfahrens (S. 1327) 
schaltet man wuchernde Kolonien aus. 

Bezüglich der Artenbestimmung verweise ich auf die 
oben zitierte Abhandlung von HFiltner und Störmer. 


Fig. 411. 


Luftuntersuchung. 


Bei bakteriologischen Luftuntersuchungen werden die in 
einem bestimmten Luftvolumen vorhandenen Bakterien und Pilze quanti- 
tativ bestimmt, sofern dieselben überhaupt auf einem künstlichen Nähr- 
substrat sich zu vermehren vermögen. 

Eine annähernd genaue Bestimmung der Keimzahl bzw. auch der 
Arten erhält man mit folgender Zusammenstellung: Dieselbe besteht aus 
zwei Absorptionsröhren für die mit der Luft angesaugten Bakterien und 
Pilzsporen, dann einem Wattefilter und einem Ansauger. Das erste Ab- 
sorptionsgefäß ist eine Proberöhre, die ungefähr 10 cm? Wasser ent- 
hält und mit einem doppelt durchbohrten Kautschukstopfen verschlossen 
ist. Durch denselben geht ein bis zum Boden ragendes, oben abgebogenes 


kohlenstoff und nach Brache. Arb. a. d. biologischen Abteil. f. Land- u. Forst 
am kais. Gesundheitsamt. Bd. 3. S. 446 ff. (1903). 


Be 
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Glasrohr und ein zweites kurzes, das noch einen einfach gebohrten Kautschuk- 
stopfen trägt. Dieses Gefäß samt den eingesetzten Glasröhren wird im 
Dampfschrank sterilisiert, nachdem das längere Rohr mit einem Watte- 
bäuschchen verschlossen wurde, während die Öffnung des zweiten Rohres 
unverschlossen bleibt. Sofort nach dem Entnehmen aus dem Dampfschrank 
stülpt man über den Kautschukstopfen ein passendes, mitsterilisiertes kurzes 
Proberöhrchen. Das zweite Absorptionsgefäbß ist ein Glasrohr, das 
auf beiden Seiten mit fest zusammengedrückten Wattebäuschen verschlossen 
ist und in diesem Zustand der trockenen Sterilisation bei 150° ausgesetzt 
wird. Vor dem Gebrauch verflüssigt man ein Röhrchen mit Nährgelatine, 
überzieht den einen Wattebausch mit einer wasserdichten Kautschukkappe, 


Fig. 412. 


entfernt den zweiten Bausch, gießt nach Abglühen des Randes der Eprouvette 
die Gelatine hinein und verschließt wieder mit dem Wattebausch. Jetzt 
zieht man auch über diesen eine Kautschukkappe und rollt nun das beider- 
seits wasserdicht verschlossene Rohr in horizontaler Lage in Eiswasser, 
bis die Gelatine erstarrt. So wird das Rohr im Innern mit Nährsubstanz 
ausgekleidet (punktiert in der Fig. 412). Das Wattefilter trägt beiderseits 
zwei halbkreisförmige Verbindungsrohre, von denen das eine einen in das 
zweite Absorptionsgefäß passenden Kautschukstopfen trägt. Auf denselben 
wird bei der Sterilisation im Dampftopf eine Eprouvette gesteckt, die bis 
zum Gebrauche oben bleibt. Den ganzen Apparat, der gebrauchsfertig im 
Schnitt in Fig. 412 wiedergegeben ist, stellt man folgendermaßen zusammen: 
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Das erste Absortionsgefäß (Fig. 412, /) verbindet man mit dem 
zweiten Absorptionsgefäß (/I) nach Abnahme des den Kautschukstoppel 
bedeckenden Proberöhrchens und Entfernung des mit Gelatine benetzten 
Wattebausches des zweiten Gefäßes. Nunmehr setzt man an letzteres das 
Wattefilter, indem man vom Absorptionsgefäß // den zweiten Watte- 
bausch entfernt und nach Abnahme der Glaskappe vom Stopfen des Filter- 
ansatzes denselben in das zweite Absorptionsgefäß luftdicht einfügt. Das 
zweite Röhrchen des Filters wird durch einen Kautschukschlauch mit 
dem Ansauger verbunden. Als solcher dient einfach eine große, 101 
fassende Flasche, die einen seitlichen Tubus am Boden trägt. Im Flaschen- 
hals sitzt luftdicht ein Stopfen aus Kautschuk mit einem kurzen Glasrohr, 
das durch einen Schlauch mit dem Filter verbunden wird. Im unteren 
Tubus befindet sich ein zweites Rohr, das durch einen kurzen Schlauch 
mit dem Ausflußröhrchen verbunden ist. Durch Einstellen des Schrauben- 
hahnes 5 wird der Abfluß so reguliert, daß ungefähr in der Stunde 27 
ablaufen. Um die nötige Menge Luft durchzusaugen, ist natürlich die 
Saugflasche nach dem Entleeren neuerlich zu füllen, was beliebig oft ge- 
schehen kann. Bevor man zur Neufüllung die Flasche öffnet, sperrt man 
den Luftstrom durch einen eingelesten Quetschhahn am Verbindungs- 
schlauch zwischen Flasche und Wattefilter. Das ausfließende Wasser wird 
in einer zweiten Flasche aufgefangen und dann abgemessen. Die erhaltene 
Menge entspricht dem Volumen der angesaugten Luft. Erst jetzt entfernt 
man das Wattebäuschehen des langen Rohres vom Gefäß /. Letzteres wird 
während der Dauer des Ansaugens bis zur Herstellung der Platten in 
Eis gekühlt, um eine Vermehrung der eingeführten Bakterien möglichst 
zu vermeiden. Eine absolut genaue Messung des Luftvolumens ist bei 
dieser Methode wegen den äußeren Temperatur- und Druckschwankungen 
natürlich nicht möglich. 

Nachdem die gewünschte Anzahl von Litern Luft (mindestens 15) 
durchgeleitet ist, sperrt man den Schraubenhahn, löst die Verbindung 
zwischen Ansauger und Wattefilter und entfernt letzteres vom Absorptions- 
gefäß //, das sofort mit einem sterilen Wattebausch verschlossen wird. 
Nunmehr wird das Absorptionsgefäß 1/ weggenommen und das zweite Ende 
desselben ebenfalls mit einem sterilisierten Wattebausch verschlossen. So 
kommt es in den Thermostaten mit 20°C. An seine Stelle fügt man das 
Wattefilter. Jetzt verflüssigt man 11 Röhrchen mit 5—10 cm® Nährgelatine 
und hält sie ca. 35° warm. Dann bringt man auf eine nivellierte Stein- 
platte oder besser auf den horizontalgestellten Plattenkühlapparat (S. 1231) 
11 Petrischalen mit ebenen Böden. Durch Einblasen ins Wattefilter drückt 
man die vorher gut durchgeschüttelte Flüssigkeit des Absorptionsgefäßes (I) 
durch das längere Rohr heraus in 10 Petrischalen. Demnach kommt in 
jede Schale ca. 1 cm’, den man auf möglichst viele Stellen des Schalen- 
bodens verteilt. In jede Schale wird jetzt nach Abflammen des Glasrandes 
die Nährgelatine gegossen und durch vorsichtiges Umschwenken eine gleich- 
mäßige Durchmischung erzielt. Dann läßt man erstarren. Man muß be- 
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sonders darauf achten, daß der Deckel nicht von Gelatine benetzt wird. 
Das elfte Gelatineröhrchen entleert man in das Absorptionsgefäß (/) und 
nach Aufsetzen der Glasröhren mischt man wieder gut und läßt durch 
Lufteinblasen die ganze Menge durchs lange Rohr in eine Petrischale aus- 
fließen. Sämtliche Platten werden bei 20—22° Ü gehalten. 

Die Summe der in sämtlichen Schalen (11) angegangenen Kolonien 
mehr den etwa auf dem Nährboden des Absorptionsgefäßes (II) entstandenen 
Auflagerungen entspricht der Anzahl gelatinewüchsiger Bakterien und Pilze 
im gemessenen Luftquantum. Man kann für bestimmte Zwecke natürlich 
jeden anderen Nährboden nehmen. Die Methode ist, wie alle diese, nur 
annähernd genau, gestattet aber eine sehr bequeme Zählung, 
die entsprechend den Darlegungen auf S.1529 vorzu- 
nehmen ist. 

Eine andere recht brauchbare Methode, die ein 
rascheres Arbeiten gestattet, wurde von Martin Ficker') 
ausgearbeitet: Bei derselben wird ein gemessenes Luft- 
quantum durch ein Filter aus Glaskrümeln ver- 
schiedener Korngröße geleitet und dieselben samt den 
daran haftenden Bakterien mit Nährgelatine zu Platten 
verarbeitet. Nach dem genannten Autor ist diese Methode 
folgendermaßen auszuführen : 

Durchsichtige, farblose, erbsengroße Glasperlen werden 
geglüht und heiß in kaltes Wasser geworfen. Nach dem 
Trocknen zerstößt man sie im Mörser und siebt sie durch 
zwei Siebe, zuerst durch eines mit 05 mm Maschenweite 
und dann durch ein zweites mit 025 mm Maschendurch- 
messer. Beide Korngrößen werden für sich mehrmals im 
Wasser gewaschen und getrocknet. Zum Gebrauch wer- 
den gemischt 3/, Volumteile größere Körner und !/, Volum- 
teil kleinere (0:25). 

Als Filterröhre dient ein Glasrohr, dessen Länge 
9—10 cm, dessen innere Lichte 17 cm, im ausgebauchten 
Teil 23 cm beträgt. Der obere kurze Ansatz ragt etwa 
5mm in die Ausbauchung hinein. In Fig. 413 ist 
der Längsschnitt des Rohres wiedergegeben. Bei der Füllung wird zu- 
erst ein sehr feinmaschiges Drahtnetz (Fig. 413, /) mit der Konvexität 
nach unten eingeschoben, das Rohr umgekehrt und die Glaskörnermischung 
portionenweise eingefüllt. Jede Portion wird gut zusammengeschüttelt. Wenn 
die Füllung etwa 25—2'7 cm hoch ist, wird ein zweites Drahtnetz (I]) ein- 
geschoben und ebenso eine zweite, 2—2'5 cm hohe Füllung mit Glaskörnern 
eingetragen. Dieselbe wird ebenfalls mit einem Drahtnetze (IID bedeckt. 
Dann werden beide Enden mit Wattebäuschen verschlossen und die gefüllte 


!) Martin Ficker, Zur Methodik der bakteriologischen Luftuntersuchung. Zeitschr. 
f. Hyg. u. Infektionskrankh. Bd. 22. S. 33 (1896). 
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töhre 2 Stunden im Trockensterilisator bei 160° C erhitzt. Als Aspirator 
dient eine Wasserstrahlpumpe oder ein einfaches Gummigebläse mit da- 
zwischen geschaltetem, sterilisierten Wattefilter, das unten angeschlossen 
wird. Das Gummigebläse muß derart mit Ventilen versehen sein, dal beim 
Zusammenpressen desselben die Luft rückwärts entweicht, indem ein zwischen 
Gummiball und Filter eingelegtes Ventil geschlossen wird. Beim Loslassen 
des Ballons muß sich diese Öffnung schließen und die Luft langsam durchs 
Filter in der Richtung des Pfeiles einströmen, nachdem man den Watte- 
bausch entfernt hat. Zur Messung des durchgesaugten Luftquantums muß 
der Rauminhalt des Gummiballons bestimmt und damit die Anzahl der 
vorgenommenen Füllungen multipliziert werden. 

Das Durchsaugen wird so vorgenommen, daß in der Minute etwa 
2—4 1 Luft das Filter passieren. Verwendet man eine Wasserstrahlpumpe, 
so schaltet man zwischen das Wattefilter und letztere eine Gasuhr. Nach 
Ficker soll die Menge der gesamten durchgesaugten Luft etwa 50 / betragen. 

Nach Beendigung der Luftfiltration wird die Außenwand des Filters 
mit Sublimat, Alkohol und Äther desinfiziert (Ficker), das Filter abgenommen, 
der untere Rand abgeglüht, mit einem sterilen Häkchen das Drahtsieb 171 
entfernt und der Inhalt des Kontrollfilters in 4 Petrischalen verteilt. Dann 
wird das nächste Drahtnetz (II) entfernt und die Glaskörner der eigentlichen 
Filterschicht in 8 Schalen verteilt. Die Proben werden mit Nährmaterial 
(Gelatine oder Agar) versehen und bei 22° bzw. 35°C gehalten und in der 
üblichen Weise gezählt. 

Die 4 Platten mit dem Kontrollfilterinhalt bleiben bei gut durchgeführter 
Filtration steril, da alle Bakterien bereits vom ersten Filter (zwischen 
Netz / und Z//) abgefangen werden sollen. 


Methoden zur Herstellung bestimmter Wasser- 
stoffionenkonzentrationen. 


Von Leonor Michaelis, Berlin. 


Obgleich es seit längerer Zeit bekannt ist, daß die sogenannte 
„Reaktion“ einer Flüssigkeit nur durch die Konzentration entweder der 
Wasserstoffionen oder der Hydroxylionen bestimmt ist, werden merk- 
würdigerweise von Physiologen und von Chemikern immer noch Ver- 
stöße gegen diese Erkenntnis begangen. Wenn z.B. zu einer gegebenen 
Menge Wasser und andrerseits zu der gleichen Menge Serum eine be- 
stimmte Menge Salzsäure zugegeben wird, so wird noch heutzutage von 
vielen die Azidität dieser beiden Flüssigkeiten, weil sie ja die gleiche 
Menge Salzsäure enthalten, mit Unrecht als gleich angesehen. Oder es 
wird die Alkalität des Blutes einer Sodalösung von bestimmter Konzentration 
gleichgesetzt. Das hat zwar seine Berechtigung, wenn man die Titrations- 
alkaleszenz erfahren will, nicht aber wenn es sich um die wirkliche 
Alkalität handelt. Den Unterschied erkennt man am besten durch folgendes 
Beispiel: Bestimmt man durch Titration mit Methylorange als Indikator 
die Alkalität einer normalen Natronlauge und einer normalen Sodalösung, 
so findet man beide gleich, und doch wird es niemandem einfallen, die 
beiden Lösungen für gleich stark alkalisch zu halten. Wie nun die Wasser- 
stoff- oder Hydroxylionenkonzentration in irgend einer Flüssigkeit bestimmt 
wird, ist in Band I von Zriedenthal beschrieben worden. Hier soll nun 
gezeigt werden, in welcher Weise man einer Flüssigkeit eine gewünschte 
Azidität oder Alkalität willkürlich erteilen kann. Wir müssen nun 
zwischen zwei Fällen unterscheiden. Entweder handelt es sich um Lösungen, 
welche nur solche Substanzen enthalten, die an sich kein oder fast kein 
säure- und alkalibindendes Vermögen besitzen. Will man z. B. einer 
Lösung eines Kohlehydrats eine bestimmte Reaktion erteilen, so liegt ein 
solcher Fall vor; auch wenn in der Lösung außerdem noch der absoluten 
Menge nach geringe Mengen eines Fermentes oder geringe Mengen von 
Eiweiß vorhanden sind, so ändert sich noch nicht viel. Oder aber es handelt 
sich um solche Lösungen, welche in merklicher Weise Säuren oder Alkalien 
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binden. Das sind also Lösungen, welche von vornherein Alkalien, Säuren, 
Karbonate, Phosphate, Acetate, Aminosäuren, größere Mengen Eiweiß ent- 
halten. 

Wir beginnen mit dem ersten einfacheren Fall. Man habe z. B. die 
Aufgabe, einer Zuckerlösung!) eine ganz bestimmte Reaktion zu erteilen. 
Handelt es sich um extrem saure oder alkalische Reaktionen, so erreicht 
man das einfach durch Zusatz von Salzsäure oder Natronlauge. Da diese 
fast vollkommen elektrolytisch dissoziiert sind, so ist die H--Ionenkon- 
zentration einer HClI-Lösung folgende: 


[H'] ungefähr [H'] genauer 
HCI-Gehalt (d.h. bei Annahme (d. h. bei Berück- 
in Normalität totaler Dissoziation) sichtigung des 
in Normalität Dissoziationsgrades 
1 1 078 ==0:7 822602 
01 01 N ei. - 
001 001 0:0096 =0:936 10z2 
0.001 0.001 0:00098 = 098.107? 
und für NaOH gilt: 
Na OH-Gehalt [0H‘] [OH‘] 
in Normalität ungefähr genauer 
14 1 077 > 
01 01 0:089. 50:89 2107 
001 001 0005. .-=:0 33210 
0.001 0.001 0:00098 = 0:98.10 


Schwächere Lösungen als 1/,o00- Normallösungen anzuwenden, ist 
illusorisch, weil dann der störende Einfluß der in wechselnder Menge 
vorhandenen Kohlensäure aus der Luft und das Alkali, das sich aus der 
Glaswand ablöst, zu stören beginnen. Mit schwachen Säuren oder Alkalien 
kann man aber auch in diesen Gebieten eine größere Genauigkeit erzielen. 
Es ist z. B. eine !/,..-normale Essigsäure nur zu rund 4°/, dissoziiert, und 
man kann mit ihr daher eine H-Ionenkonzentration von 0'0004 Norma- 
lität herstellen. Angenommen nun, es befinde sich in der Lösung soviel 
Alkali, daß der zehnte Teil der gesamten Essigsäure gebunden würde, 
so daß wir nur noch eine 0'009 Normalessigsäure hätten, so liefert doch 
diese Essigsäurekonzentration fast genau dieselbe H-Ionenkonzentration 
wie die stärkere. Denn bei schwachen Säuren ist die H-Ionenkonzentration 
nicht der Gesamtsäuremenge, sondern ihrer Quadratwurzel proportional. 
Im allgemeinen gilt für schwache Säuren nämlich das Gesetz: 


[H'] = k.|Säure], 
wo k die Dissoziationskonstante der Säure und die Klammern die Kon- 


') L. Michaelis und P. Rona, Untersuchungen über das glykolytische Ferment. 
Biochem. Zeitschr. Bd. 23. S. 364 (1910). 
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‘ zentration der eingeklammerten Molekülgattung bedeuten. Die Dissozia- 
tionskonstante k der Essigsäure ist nun!) bei: 


er ,1711.10° BiIsl 422 .. 102.107 
Bee, 1655.10 8.03, .  KOR.IUrF 
Ba 150.10 0091.33)... 214, 1088 
BE, 1:86.10? BEI „unin:ı m, DE HERE 


Die Dissoziationskonstante der Essigsäure ist also angenehmerweise 
von der Temperatur fast unabhängig und kann daher zwischen 0° und 50° 
ohne merklichen Fehler 

k= 18,0 
gesetzt werden. 

Daher hat eine Essigsäurelösung folgenden H'-Ionengehalt (fast unab- 
hängig von der Temperatur zwischen 0° und 50°): 


Normalität [H’] . 
der Essigsäure Normalität 
1 00042 oder 042.107 
01 00013 0:13:10 
001 000042 042.10 
0001 000015 013.102 
Ebenso gilt für Ammoniak: 
[OH‘]) = Yk.[Ammoniak], 
wo k für: 
0° 7321.107° 37° LOS 
10° 462.10” 40° 198.107 
15° 171.10 50° 1:98:10 
20° 750.103 60° 193.10 
Ze. 187.10 
Daher hat eine Ammoniaklösung bei 20°: 
Normalitst [017 er 
1 0:0042 = 142,107 LE» 103 
01 00013 = 013.107? KOT.10-- 
001 0:00042 — 042.10? 2 „I 
0001 0'00013 = 0:13.10? 197.102 


Die Berechnung von [OH‘] erfolgt in dieser Weise direkt. Da wir 
die Reaktion gewöhnlich durch [HJ ausdrücken, so können wir auch diese 
berechnen durch die Beziehung 

(H].[OH] = kw, 
wo k„ für verschiedene Temperaturen folgende Werte?) hat: 

!) Harald Lunden, Hydrolyse des sels des acides faibles ete. Journ. de Chimie 
physique, T.5, p. 574 (1907). 

:) Nach den neuesten Messungen von Lunden, 1. ce. 
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Dissoziationskonstante des Wassers zwischen 10° und 50°. 


109, MER ZI E FEED 
DIEBE 204610 STIL UNI 2 2290. 
189 hs: 101058 209 NEIL 
2: ROTE 5051.08: Er A 


Eine genau neutrale wässerige Lösung hat daher folgende H‘- oder OH‘-Kon- 
zentration: 


Bei DPA ER Zantetaı Seile SDR 
15° .23.7,.6 005 Su 
18°. 2 0a ee 7 AO a 2 
BOT Er 0 AUT D0° 2. u. ERRDAT N 


Mit Benutzung dieser Werte finden wir als Ergänzung der obigen 
Tabelle, für Ammoniak für 20°, nunmehr für 379 ©: 


Ammoniaknormalität [OH] [H'] 
1 00044 = 044.107 058.10 
01 O:0014 = 01451072 18....10225 
0:01 000044 = 0:44.10? 05507 
0001 000014 = 0:14.10 018107 


Man beachte, daß in einer 'Ammoniaklösung [OH‘] von der Tempe- 
ratur fast unabhängig, [H'] dagegen stark abhängig ist. Das liegt daran, 
dal) die Dissoziationskonstante des Ammoniaks von der Temperatur nur 
wenig, die des Wassers stark beeinflußt wird. 

Mit Hilfe von Essigsäure kann man so mit ziemlicher Genauigkeit 
H-Ionenzentrationen etwa zwischen 10-3 und 10—* herstellen, wo gerade 
die Salzsäure ungenau zu werden beginnt, und mit Hilfe von Ammoniak 
von etwa 10"! bis 101°, wo die Natronlauge zu versagen beginnt. Es 
bleibt nun noch das für die Physiologie bei weitem wichtigste Gebiet, 
zwischen 10° und 10°, also um den Neutralitätspunkt (ca. 10-7) herum 
auszufüllen. Um dies zu erreichen, machen wir von dem Umstand Gebrauch, 
daß man die Dissoziation der Essigsäure durch ihre Alkalisalze, die des 
Ammoniaks durch sein Chlorid herabdrücken kann. 


Beginnen wir mit dem 


Acetatgemisch.') 


Die Alkalisalze der schwachen Säuren, wie es die Essigsäure ist, sind 
viel stärker dissoziiert als die freie Säure. Natriumacetat ist, wie NaCl, in 
normaler Lösung zu 80°/,, in 1/,-Normallösung zu 90°/,, und in noch 
schwächerer Lösung fast vollkommen, fast zu 100°/,, in Na--Ionen und Acetat- 
Ionen, CH, COO‘, dissoziiert. Nehmen wir vorläufig mit einer gewissen 
Annäherung an die Wahrheit stets vollkommene Dissoziation an. Die Essig- 


‘) Zuerst hierfür systematisch angewendet von Fels, Studien über Indikatoren. 
Zeitschr. f. Elektrochemie. Bd. 10, S. 208 (1904) 


u 
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säure dagegen ist stets nur zu wenigen Prozenten dissoziiert, und wenn 
ihre Dissoziation durch die Gezenwart von Natriumacetat noch weiter herab- 
gedrückt, ist so außerordentlich wenig dissoziiert (meist weniger als zu 
0'1°/,), daß man mit großer Annäherung sagen kann, die Essigsäure sei 
gar nicht dissoziiert. Es ist daher in einem solchen Gemisch die Konzen- 
tration von CH, COO‘ gleich der des gesamten Natriumacetats, die Kon- 
zentration von CH, COOH gleich der der gesamten „freien“ Essigsäure. 
Nun existiert aber eine Beziehung zwischen H‘, CH, COO‘ und CH, COOH 
nach dem Massenwirkungsgesetz: 

[CH, C0O0°]).[H°] 
[CH, COOH] 
wo k die Dissoziationskonstante der Essigsäure ist, die wir, wie oben, von 
der Temperatur fast unabhängig — 1'8.10° setzen können. 


k, 


Daher ist in einem Gemisch von Essigsäure und Natriumacetat 


[Essigsäure] 


13 5 a 1 Ta re ee 
IH] ) |Natriumacetat] 


Hieraus folgt, daß [H'] nur von dem Verhältnis von Essigsäure zu Na- 
triumacetat, nicht von der absoluten Menge derselben abhängig ist. Wenn 
wir also Lösungen von Essigsäure und von Natriumacetat von gleicher 
Normalität miteinander vermischen, so erhalten wir, indem wir das Ver- 
hältnis der beiden Lösungen ändern, folgende Werte für [H:]: 


Essigsäure RE Essigsäure 
Natriumacetat I Natriumacetat er 
Bar 326. 107 1/; 0:90.10 
16/, 2:88.10 1/, 0:45 . 10-3 
8), 144.10 1, 0,22 . 10 
4, 32.10 Urs GERD 
2/, 0,36 . 10 ss 0:56 . 10-6 
1), 180.10? gr 023.107 


Genauer wird die Rechnung noch, wenn wir den Dissoziationsgrad 
des Natriumacetats mit in Betracht ziehen. Enthalten die definitiven 
Mischungen das Natriumacetat in !/, normaler Konzentration, so muß man die 
Werte der Tabelle mit 0°8 multiplizieren, enthalten sie sie in '/,, normaler 
Konzentration, mit 09; schon das braucht man in praxi nicht mehr zu 
berücksichtigen, und bei noch verdünnteren Lösungen braucht man in praxi 
überhaupt keine Korrektur anzubringen. Hat man also z. B. die Aufgabe, eine 
1°/,ige Zuckerlösung auf [H'] = 0'9. 10° zu bringen, so nimmt man eine 
höher konzentrierte, etwa 2°/,ige Zuckerlösung, versetzt sie z. B. mit !/,, Vo- 
lumen eines Gemisches von 1 Teil '/,-Normalessigsäure + 2 Teilen !/,o- 
Normalnatriumacetat und füllt sie mit destilliertem Wasser auf, bis die 
Zuckerkonzentration 1°/, beträgt. 
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Ammoniumgemische.') 


Genau in derselben Weise folgt, daß in einem Gemisch von Ammoniak 
und Chlorammon 
[Ammoniak] 


ONE [Chlorammon] 


ist. Hier ist k die Dissoziationskonstante des Ammoniaks. Da wir die Re- 
aktion lieber durch [H'] als durch [OH‘] ausdrücken, so berücksichtigen 
wir, daß 

ee 
wo k,„ die Dissoziationskonstante des Wassers ist. 


Also ist in einem Ammoniumgemisch: 
kw  [Chlorammon | 


= k ° [Ammoniak] ' 
Nun beträgt bei 18° -_ 40321077; 
bei 37° = a, 


Es ist also [H'] in verschiedenen Ammoniumgemischen: 


Chlorammon 
Ammoniak ;, © Hl IE] 
bei 18° bei 37° 

2/, 1:02. 10-8 419.10 
16/, 051.10 2:10.10=8 
8, 026 . 10-8 1:05 . 10-8 
4), 045.102 0:52 ° 10-8 
2/; 0:64, 102 026. 10m 
1, 0820 0132107 
1), On Ka LO 069 
1), (SOMIT 0332102 
Us 020,102 OT Oz 
an 0:20. 10-0 082. 10-1 
a 1:0. 10a 041. 10-20 


Die Berechnung der H-Ionenkonzentration sowohl in Acetat- wie in 
Ammoniumgemischen verliert ihre Gültigkeit, wenn die beiden Komponenten 
des Gemisches ein extrem großes oder kleines Verhältnis zueinander haben. 
Man tut deshalb gut, in Fällen, die auf die Genauigkeit hohe Ansprüche 


Yels, l.c. 
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stellen, nur Gemische zu verwenden, bei denen das Verhältnis der beiden 
Komponenten etwa zwischen 30:1 und 1:30 liegt. Dann bleibt aber 
zwischen den der Neutralität am nächsten liegenden Gemischen der Acetate 
und der Ammoniumgemische ein Bereich von 05.10 bis 1.107®, welches 
wir noch nicht herstellen können. Diese Lücke füllen nun die 


Phosphatgemische '). 


aus. Diese bestehen in Mischungen von primärem und von sekundärem 
Natriumphosphat. Als Ausgangslösungen braucht man dazu genau her- 
gestellte Lösungen dieser beiden Salze. Nach meinen neueren Erfahrungen 
ist nun viel einfacher, als die Salze selbst rein und mit einem bekannten 
und konstanten Kristallwassergehalt herzustellen, folgende Methode: Man 
stelle eine Lösung von 1 g-Mol. Phosphorsäure im Liter her. Die Be- 
stimmung der Phosphorsäure darf aber nicht durch azidimetrische Titration 
geschehen. (Eine diesen Bedingungen genügende Lösung ist von Kahlbaum 
zu beziehen.) Zu 100 cm® davon gebe man 100 em® n. NaOH und 100 cm> 
Wasser, das ist die eine Stammlösung: '/,;, n. primäres Phosphat. 
Zu anderen 100 cm® der Phosphorsäure gebe man 200 cm? n. NaOH; 
das ist die zweite Stammlösung: !/, n. sekundäres Phosphat. 

Nun ist primäres Phosphat fast vollkommen in folgender Weise 
dissoziiert:: 


mai), = Na DrzenE 
und sekundäres Phosphat in folgender Weise: 
BSHPO,: =: Narr, HERQ, 


Wir haben also in einem Gemisch von primärem und sekundärem 
Phosphat fast genau soviel einwertige Phosphorsäure-Ionen H, PO,‘, als wir 
primäres Phosphat darin gelöst haben, und soviel zweiwertige Phosphor- 
säure-Ionen HPO,“, als wir sekundäres Phosphat gelöst haben. Nun besteht 
folgende Beziehung zwischen H' und den beiden genannten Phosphationen: 


[H].[HPO,“] = k[H,PO,‘/) oder 
| 


k beträgt für 18° 20.10”, 
„ 370 24.10". 
Es ist also in einem Phosphatgemisch 
= FEN _„ [primäres Phosphat] 
BE] = 20.107 nor mdares Phosphat] 
für 18°; für 37° hat man 24.1077 zu setzen. Demnach haben Phosphat- 
gemische folgende H‘-Konzentrationen: 


!) Szili, vgl. darüber H.Friedenthal, Die Bestimmung der Reaktion einer Flüssig- 
keit. Zeitschr. f. Elektrochemie. Jgg. 1904, S. 113. — L. J. Henderson und O. F\. Black, 
A study of equilibrium between carbonie acide etc. Amerie. Journ. of Physiol. Bd. 21, 
S. 420 (1908). — L. Michaelis und P. Skwirsky, Der Einfluß der Reaktion auf die 
spezifische Hämolyse. Zeitschr. f. Immunitätsforschung, Bd. 4, S. 357 (1910). 


Abderhalden, Handbuch der biochemischen Arbeitsmethoden. IH. 3 
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primäres Phosphat [H'] [H'] 
sekundäres Phosphat bei 18° bei 37° 

se, 0:64.10 OT 

16/, 0:92.10 038.10 

an 0:16.10 > OT 

En 0:80.10 096.103 

an 0:40.10 048.10 

1, 020,107 024.10 

I 107.10 > ig Ach 1 a 

1), 050.107 0:60.10" 

Us 025.107 VS 

1/6 012.107 019..1027 

Usa 061.10 075.10 

Wir reichen also mit 

Salzsäure von . = . u... .. mehrfach normal 'his 1077 
Issiesaure mon 0. 04.10 * 10 
Acetatgemischen ca. von. . . . ie LE „. Vom 
Phosphatgemischen ca. von‘. . . 08,10 2 „ Gore 
Ammoniumgemischen ca. von . . 04.107 „ va 
Ammoniak ta van: ... 20% 050 „ TON 
Natronlauge won "=. . 272°, 10-1! abwärts. 


Die einzelnen Bereiche überkreuzen sich zum Teil, so daß wir im 
Stande sind, viele H'-Konzentrationen auf verschiedene Weise herzustellen. 
Das ist unter Umständen von Wichtigkeit, wenn man nachweisen will, 
dal) irgend eine Reaktion nur von der H'-Konzentration abhängt und von 
der sonstigen Beschaffenheit der Lösung nicht beeinflußt wird. 


Außer den hier genannten Regulatoren hat Sörensen!) noch eine 
Reihe anderer angegeben: 


Glykokoll + Salzsäure, 
Natriumeitrat + Salzsäure, 
Natriumeitrat + Natronlauge, 
Borat + Salzsäure, 
Glykokoll + Natronlauge. 


Diese umfassen zum Teil nicht so große Bereiche wie die oben 
empfohlenen, zum Teil sind sie schwer zu berechnen und müssen empi- 
risch mit Hilfe von H'-Konzentrationsketten sehr genau geaicht werden. 
Diese Aichungen hat Sörensen (l. e.) in einer vorzüglichen Tafel graphisch 
dargestellt, welche auch in vergrößertem Maßstabe besonders erschienen ist.?) 


') 8. P.L. Sörensen, Enzymstudien, II. Biochem. Zeitschr., Bd. 21, S. 131 (1909). 
°) Sörensen, Kurventafel. Verlag von J. Springer, Berlin. Preis: 1'60 Mk. 


Methoden zur Herstellung bestimmter Wasserstoffionenkonzentrationen. 1345 


Als physiologisch besonders wichtiges Beispiel sei die Aufgabe ge- 
stellt, eine Flüssigkeit von der Alkalität des Blutes herzustellen. Die 
H°-Konzentration des Blutes bei mittlerer ©O,-Spannung kann als 0'535. 10 
normal angenommen werden, und zwar ist |H°] fast unabhängig von der 
Temperatur. |OH‘] wird daher mit steigender Temperatur erheblich 
größer. Wollen wir [H']| = 0'355. 10” normal mit Hilfe eines Phosphat- 
semisches herstellen, so muß die Mischung sein : 

bei 18° bei 37° 
prim. Phosphat 1 1 
sekund. Phosphat 57 69 


Benutzen wir ein Acetatgemisch, so ist 
bei 180 und bei 37" 


Essigsäure 1 
Natriumacetat Bern 510 


und bei einem Ammoniumgemisch ist 


bei 18° bei 37° 
Chlorammon = 109 FA | 
Ammoniak = 1 1 


Da wir empfahlen, extreme Mischungsverhältnisse nicht zu benutzen, 
so erweist sich hierfür das Acetatgemisch als unbrauchbar, während das 
Plräı) 


Ammoniumgemisch, wenigstens bei 37°, noch gerade anwendbar ist. Das 
beste ist jedoch das Phosphatgemisch. 


Bisher hatten wir nur den Fall betrachtet, daß sich in der Lösung 
außer dem Reaktionsregulator keine Substanz befindet, die einen selbständigen 
Einfluß auf die H‘-Konzentrationen hat: also Kohlehydrate, Neutralsalze, 
geringe Mengen Alkohol oder sonstiger organischer Solventien (soweit sie 
nämlich die Dissoziationskonstanten des Wassers und der anderen Elektro- 
Iyte noch nicht meßbar ändern). Wir stehen aber häufig vor der Aufgabe. 
solchen Flüssigkeiten eine bestimmte Reaktion zu erteilen, die merkliche 
Mengen Säure oder Alkali binden; die also selbst Acetate, Ammoniaksalze, 
Phosphate, Karbonate, Aminosäuren, größere Mengen Eiweil oder Peptone 
u. del. enthalten. Hier können wir unsere Aufgabe mit einer gewissen An- 
näherung dadurch lösen, daß wir den Regulationsregulator in einem groben 
Überschußß zugeben. Das ist natürlich nur mit denjenigen Regulatoren 
möglich, deren absolute Konzentration beliebig geändert werden kann, 
ohne die Reaktion merklich zu ändern; das sind: 


Acetatgemische, Phosphatgemische, Ammoniumgemische. 


Man habe z. B. die Aufgabe, Blutserum auf eine H'-Konzentration von 
0°9.107® zu bringen. Dann versetze man z. B. 1 cm® Blutserum mit einem 
85 * 
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Acetatgemisch „'/;“, und zwar wähle man die absolute Konzentration des 
Acetatgemisches so hoch, wie es die Umstände irgend erlauben, also !/, 
normal, mindestens aber '/, normal (entsprechend dem Elektrolytgehalt 
des Serums), und nehme soviel Kubikzentimeter davon, wie irgend möglich, 
soweit es eben im gegebenen Falle angängig ist, das Serum zu verdünnen. 
Man braucht einen um so größeren Überschuß des Regulators, je verschiedener 
die gewünschte H'-Konzentration von der eigenen H‘-Konzentration des 
Serums ist. 

Wenn es irgend angäneig ist, entferne man die Phosphate. Kar- 
bonate etc. vorher durch Dialyse; alsdann stören nur noch die Eiweiß- 
körper, und um deren reaktionsverändernden Einfluß zu überwinden, bedarf 
es nur eines geringen Überschusses des Regulators, weil ja ihr Molekular- 
gewicht sehr groß ist. Zahlenmäßige Untersuchungen über den erforderlichen 
Überschuß des Regulators liegen noch nicht vor, jedoch ist dieser in dialy- 
sierten Lösungen sicherlich nur ganz unbedeutend. Bringt man den Elektrolyt- 
gehalt eines salzfrei gemachten Serums durch den Regulator etwa auf eine 
'/,-Normalität, so genügt dieser Überschuß stets, um mit sehr großer 
Annäherung die gewünschte H'-Konzentration zu erreichen. Genauere Unter- 
suchungen hierüber wären erwünscht. 


Seite 


n 
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Nachträge und Berichtigungen. 


Druckfehler. 


780. Zeile 4 von unten. Statt: titriert man, um die Kohlensäure zu entfernen lies: 
titriert man nach Abkühlen. 

182. ,„ 16 „ oben. „ verdünnt lies: verdampft. 

Bee 6 „, 2 „  dampft lies: erhitzt. 

825. „ 4 „ unten. „ Hypojodid lies: Hypojodit. 

BE „ -i „,‚‚oben. „ verbrauchte lies: ermittelte, reduzierte. 

BI, Snnten. „ sauren lies: seinen. 

857. „ 20 „ oben. » 2 em” hinzugefügt lies: 2 cm? Wasser hinzugefügt. 


1081. . 9 „. unten muß es heißen: Glaskolben 3 von ca. 30 cm? Inhalt und 
nicht 15 cm” Inhalt. 


Nachträge. 


S. 816. Bei der quantitativen Bestimmung der Aminosäuren mittelst der 
Formolmethode nach Henriques und Sörensen ist zu beachten, daß bei Anwesenheit 
von Ammoniumsalzen die Werte für die Aminosäuren zu niedrig ausfallen. (Vgl. hierzu 
L.de Jager, Zeitschr. f. physiol. Chem. Bd. 62, S. 333. W. Frey und A. Gigon, Biochem. 
Zeitschr. Bd. 22, 5. 309; 7. Yoshida, Biochem. Zeitschr. Bd.23, S.239.) Diese Fehler- 
quelle beeinflußt jedoch die Genauigkeit der Aminosäurenbestimmung im Harne unter 
normalen Verhältnissen nur unwesentlich, sie wird hingegen bemerkbar, wenn die 
peptidgebundene Stickstoffmenge im Harne, und zwar besonders im harnstoffreichen 
Harne zu bestimmen ist. W. Frey und A. Gigon (l.e.) und V. Henriques und S.F.L. 
Sörensen (Zeitschr. f. physiol. Chem. Bd. 64, S. 120 [1909]) schlagen daher vor, das 
Ammoniak vor der Formoltitrierung zu entfernen. Die letztgenannten Autoren verfuhren 
dabei in folgender Weise. Wie bei der ursprünglichen Methode (vgl. S. 816) werden 
in einem 100cm” Meßkolben 50cm* Harn mit Phenolphtalein, Bariumchlorid und 
Bariumhydroxyd behandelt und bis zu 100 cm”? verdünnt. Aus 80cm? des klaren, 
roten Filtrats (40 cm” Harn entsprechend) wird das Ammoniak im Vakuum abdestilliert 
und bestimmt. Der Destillationsrückstand wird in dem Kolben in einigen Kubik- 
zentimetern ca. normaler Salzsäure gelöst, worauf unter Evakuierung kohlensäurefreie 
Luft hindurchgezogen wird, um eine eventuelle Spur von Kohlensäure auszutreiben. 
Darauf wird die salzsaure Lösung quantitativ mittelst kohlensäurefreien Wassers in 
einen 100 cm’ Meßkolben übergeführt. Die Flüssigkeit wird hernach mit empfindlichem 
Lackmuspapier als Indikator genau neutralisiert, schließlich mit kohlensäurefreiem 
Wasser bis zur Marke nachgefüllt. In 40 cm® der neutralen Lösung wird die Formol- 
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titrierung, wie S. 816 beschrieben, ausgeführt. — Bei der Bestimmung von Hippur- 
säure und peptidgebundenem Stickstoff verfährt man wie folgt. 50 cm? Harn 
werden mit ca. 5em” ca. In-Salzsäure angesäuert, 6mal zur Extraktion der Hippur- 
säure mit Essigester geschüttelt. Der abgehobene Essigester einmal mit Wasser ge- 
waschen, abdestilliert und der Rückstand 2—3 Stunden mit 50 em? ca. 30°/,iger Salz- 
säure in einem langhalsigen Kjeldahlkolben auf dem Drahtnetze gelinde gekocht. Die 
Stickstoffmenge des so entstandenen Glykokolls läßt sich dann nach Eindampfen der 
Lösung auf dem Wasserbade und Neutralisation mit '/.n-Natronlauge (gegen Lackmus- 
papier) durch Formoltitration bestimmen. — Der hippursäurefreie Harn wird nun mit 
50 cm” konzentrierter Salzsäure versetzt und (in einem langhalsigen Kjeldahlkolben auf 
dem Drahtnetze) drei Stunden lang gelinde gekocht; darauf wird die Lösung auf dem 
Wasserbade eingeengt. Der Rückstand wird mittelst normaler Natronlauge und möglichst 
wenig Wasser in einen 50 cm®-Meßkolben übergeführt und mit 1 cm” Phenolphtalein- 
lösung und 29 festem Bariumchlorid versetzt; schließlich wird mit Wasser oder mit 
gesättigter Barytlösung bis zur Marke nachgefüllt. Nach Umschütteln und Stehenlassen | 
ea. 15 Minuten wird durch einen trockenen Filter filtriert, aus dem Filtrat 40 cm? in 
einen 100 cm’-Meßkolben gebracht, die Lösung mit Salzsäure schwach angesäuert und | 
außerdem noch 5 cm”? n-Salzsäure hinzugesetzt, worauf die Flüssigkeit durch Zutröpfeln 
von 20 cm? ca. !/,n-Silbernitratlösung entfärbt wird. Nach Auffüllung mit kohlensäure- 

freiem Wasser wird filtriert, und aus SO cm” des Filtrats das Ammoniak ausgetrieben. | 
Sonst verfährt man wie oben. Zur Formoltitrierung werden 50 cm? der neutralisierten 
Lösung (= 16 cm? Harn) verwendet. Die Differenz zwischen dem Aminosäurenstickstoff 
nach und vor der Salzsäurebehandlung gibt die peptidgebundene Stickstoffmenge an. 

— Bei der Destillation des Ammoniaks benutzten Verfasser mindestens 10 cm? einer 

ca. '/, n-Lösung von Bariumhydroxyd (bei ammoniakreicher Flüssigkeit eine ge- 
sättigte Lösung) in Methylalkohol; die Destillation wird beinahe bis zur Trockene 
fortgeführt; bei größeren Ammoniakmengen ist es notwendig, den Destillationsrückstand 

in ein wenig Salzsäure zu lösen und nach Zusatz vom Überschuß an methylalkoholischer 
Barytlösung noch einmal beinahe bis zur Trockene zu destillieren. — Die Neutralisierung 

mit Lackmuspapier als Indikator muß möglichst sorgsam ausgeführt werden. Ein 
empfindliches Lackmuspapier wird nach Henriques und Sörensen folgender- 
maßen bereitet: 0'5 g fein gepulverten Azolithmins werden in einer Schale in 200 cm? 
Wasser + 22:5 cm? '/,, Natronlauge gelöst und nach Filtrieren 50 cm” Alkohol zugesetzt. 

Durch diese Lösung werden Streifen guten aschenarmen Filtrierpapiers gezogen und 

auf Schnüren getrocknet, was ungefähr eine Stunde in Anspruch nimmt. 

Zu S.838. Eine empfindliche Skatolreaktion beschreibt neuerdings Takaoki Sasaki 3 
(Biochem. Zeitschr. Bd. 23, S.402 [1909]. Man mischt in einem Reagensglas 3 cm? 
Skatollösung mit 3 Tropfen Methylalkohol und unterschichtet die Lösung mit ungefähr 
dem gleichen Volumen konzentrierter Schwefelsäure: an der Grenze beider Flüssigkeiten 
entsteht ein violett-roter Ring. Durchmischt man nach einigen Minuten, so wird die 
ganze Flüssigkeit violettrot. Empfindlichkeit der Reaktion 1:5000000. — Indol, 
Tryptophan, «-Methylindol geben die Reaktion nicht. Bei der wässerigen Suspension 
des Skatols versagt die Reaktion. 


Zu S. 840. Zur quantitativen Indolbestimmung im Kote verfährt man nach W. von 
Moraczewski (Zeitschr. f. physiolog. Chem. Bd. 55, S. 42 [1908]) wie folgt. Man destilliert 
in einem Kolben von mindestens 1500 em? 30—40 g Kot (mit ca. 20°, Troekensubstanz) 
aus neutraler (oder ganz schwach alkalischer) wässeriger Lösung. Abdestillieren von 
’/, der Flüssigkeit (500 em? von 700cm?) genügt. Von den 500 cm? Destillat wird eine 
Durchschnittsprobe von 150 cm” genommen, mit 10 Tropfen konzentrierter Schwefel- 
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säure angesäuert und mit 1 49 Kieselgur kräftig durchgeschüttelt. Von der genommenen 
Probe werden 100 cm” klar filtriert, dann fügt man 5—10 Tropfen einer 2°/ ‚igen 
Natriumnitritlösung hinzu und wartet das Maximum der Reaktion ab. Nach etwa 
2 Stunden erreicht die Rosafärbung des Nitroindols ihr Maximum; die gefärbte Lösung 
kann mit einer bekannten Indollösung in einem Wolffschen Kolorimeter verglichen 
werden. Die Stammlösung, die frisch bereitet werden muß, wird folgenderweise her- 
gestellt: Von einer 1°/,igen Indollösung (Kahlbaum) werden 1 cm” in 500 cm? Wasser 
gelöst, davon 5 cm” auf 100 cm” verdünnt, mit 10 Tropfen konzentrierter Schwefel- 
säure und 5 Tropfen 2°/,,‚iger Natriumnitritlösung versetzt. 1 cm? enthält 0'000002 y 
Indol. 

Zu S.897. Bestimmung von Theophyllin und 3-Methylxanthin im Urin.!) 
Der Urin wird wie beschrieben mit Kupfersulfat und Natriumbisulfit gefällt; die ge- 
sammelten Kupferoxydulniederschläge werden nach gutem Auswaschen mit heißem 
Wasser durch Schwefelwasserstofl zerlegt. Nachdem das Filtrat vom Schwefelkupfer 
auf etwa 200 cm? eingedampft ist, wird es in einem Rundkolben zum Sieden erhitzt, 
mit einer heißen klaren Lösung von 159g Barythydrat in Wasser versetzt und noch 
mehrere Minuten im Sieden erhalten. Der entstandene Niederschlag von 3-Methyl- 
xanthinbaryum wird nach 12stündigem Stehen abfiltriert, mit Barytwasser ausge- 
waschen und durch Ammonkarbonat zersetzt. Aus dem alkalischen Filtrat scheiden 
sich sehr bald die schönen Prismen des 3-Methylxanthins aus. Der Trockenrückstand 
wird in Salzsäure gelöst und die heiße Lösung mit Natronlauge bis zur schwach 
sauren Reaktion abgestumpft. Bei dem Erkalten scheidet sich freies 3-Methylxanthin 
in glänzenden Prismen ab. — Das Filtrat von 3-Methylxanthinbaryum wird mit 
Ammonkarbonat zur Ausfällung des Baryts versetzt und nach dem Beseitigen des 
Niederschlages mit Kupfersulfat und Bisulfit behandelt. Die in Freiheit gesetzten und 
durch Eindampfen ihrer Lösung erhaltenen Basen werden nunmehr in etwa 40 cm” Wasser 
gelöst und mit soviel starker Natronlauge versetzt, daß die Lösung 10°, an Ätznatron 
enthält. Nach 24stündigem Stehen im Eisschrank wird der inzwischen ausgeschiedene 
kleinkristallinische Niederschlag von Theophyllinnatrium über Asbest abgesaugt 
und mit wenig 10°/,iger Natronlauge ausgewaschen. Das Theophyllinnatrium wird dann 
in Wasser gelöst, zur Darstellung der freien Base mit Essigsäure gesättigt und bis zur 
Kristallisation eingeengt; es scheidet sich dabei in zentimeterlangen, glasglänzenden 
Prismen ab. — Im Filtrat des Theophyllinnatriums können die übrigen Purinbasen, wie 
beschrieben, weiter bestimmt werden. 


1) M. Krüger und J. Schmid, Der Abbau des Theophyllins, 1.3-Dimethylxanthins, 
im Organismus des Kindes. Zeitschr. f. physiol. Chem. Bd. 36, S.1 (1902). 
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Die beigedruckten Ziffern bedeuten die Seitenzahlen. 


A. 


Abbauprodukte der Albumin- 
stoffe und Tyrosinase 62. 

Abfallstoffe des Stoffwech- 
sels 1117, 1119. 

Abfüllvorriehtung für Nähr- 
substrate 1227. 

Abgrenzung der Fäzes bei 
Hühnern 1062. 

— — bei Hunden 1052. 

— des Kotes bei Säuglin- 
gen 1024. 

Ablesen des Meniskus 565. 

Absorptionskalorimeter 1158. 

Absorptionskoeffizienten 

(Gase in Wasser) 599. 

Absorptionswert(„zulässiger“ 
nach Hempel) eines Ab- 
sorptionsmittels 599. 

Abstiftung 1327. 

Acetamid 987. 

Acetanilid 956, 987. 

Acetatgemisch 1342. 

Acetessigsäure, Nachweis 
921— 923. 

— Bestimmung 923—924. 

Aceton 952. 

— Nachweis 908—912. 

— Bestimmung des Gesamt- 
acetons 912—917. 

— getrennte Bestimmung von 
Aceton und Acetessig- 
säure 923—924. 

— im Blut und in Organen 
915. 

— im Harn 913. 

— in der Atemluft 915. 

— Isolierung 918. 

Acetonparanitrophenylhydra- 


zon 907, 919. 


Acettoluid 988. 

Acetylamidophenol 988. 

Acmaea, Parthenogenese 
1183. 

Acridin 991. 

Actinomyces hominis 1313. 

Adenase 425, 426. 

Adenin im Urin 891. 

— in den Fäzes 89. 

— Umsetzung im Ferment- 
versuch 425. 

Aörobiotische Atmung der 
Bakterien 517. 

A&rotonometer 703. 

Ätherextrakt der Nahrung 
1118. 

Ätherschwefelsäure, Bestim- 
mung nach Salkowski 798, 
nach Folin 799. 


Ätherschwefelsäuren 947, 
955. 
Äthylalkohol als Desinfek- 


tionsmittel 1212. 

| — Bestimmung 508. 

— Nachweis 509. 

Äthylbenzol 966. 

Äthylbuttersäureesterspal- 
tung durch Leber 404. 

Äthylhydroperoxyd als Er- 
satz für Hydroperoxyd 48. 

Agar, ausgefault 1222. 

Agarplattenguß 1233. 

Aichung von Glasflaschen 
568. 

— Gasmessern 568. 

— Glasröhren 564. 

Aktivierungsvermögen der 
Katalase 69. 

— Lakkase 54. 

| — Peroxydase 50, 51. 


| — Tymsinase 63. 


Akzessorische Atmung tieri- 
scher Gewebe 472. 

Alanin (Oxydationsfermente) 
(il. 

Alanin-d-alanin, d-, Spaltung 
durch Organfermente 412, 

Albumin, Trennung von Glo- 
bulin im Harn nach Ham- 
marsten 805. 

Albumosen, Entstehung bei 
Papayotinverdauung 417. 

— fraktionierte Fällung 
mittelst Zinksulfat 231. 

— Isolierung 239. 

— (und Peptone) im Harn, 
Nachweisnach Hofmeister 
807, nach Salkowski 807, 
nach Morawitz und Diet- 
schy 808, nach Devoto 
und Bang 808. 

Albumosenfraktion B. 233, 
242. 

— (. 233, 243. 

Aldehydase 53, 72, 304, 311, 
312, 313, 31& 

Alkalität, wirkliche 1339. 

Alkalititration 1268. 

Alkoholase in den Tiergewe- 
ben 474. 

Alkylsulfid 954. 

Allantoin, Gewinnung im Fer- 
mentversuch aus Harn- 
säure 431. 

Allantoinbestimmung im Tier- 
harn nach Wiechowski 
898. 

— Modifikation von Abder- 
halden und Einbeck 902.. 

Allantoinbildung aus Harn- 
säure 64. 


Allantoinnachweis im 
Menschenharn nach Wie- 
chowski 900. 

Alloxyproteinsäure 821. 

Aloin 515. 

Amanitaarten (Oxydationsfer- 
mente) 52, 53. 

Aminogruppe 227. 

Aminosäuren, Entstehung bei 

Papayotinverdauung 417. 

im Harn 810—817. 

Isolierung der aus 

Harn mittelst der Naphta- 

linsulfochloridmethode 

812-815. 

Bestimmung der — im 

Harn mittelst der Formol- 

methode von Sörensen- 

Henriques 816. nach Mal- 

fatti 817. 

Quantitative Bestimmung 

im Harn, Nachtrag 1347. 

und Tyrosinase 60. 

Aminovaleriansäure im Harn 
810. 

Ammoniak 249. 

— im Seewasser (Bestim- 
mung) 1095. 

— Nachweisim Harn 765. 
— Bestimmung im Harn 
nach Folin 765, nach 
Krüger - Reich - Schitten- 
helm 767, nach Schaffer 
769, nach Nencki-Zaleski 
769, nach Steyrer 771, 
nach Schlösing 772, nach 


Spiro 781, nach Ronchese- | 


Malfatti 773; im Speichel 
262, im Blut nach Folin 
767, nach. Nencki und 
Zaleski 769, in tierischen 
Geweben nach Grate 769, 
n. Nencki u. Zaleski 769. 

Ammoniumgemisch 1344. 

Ammonsulfat 239. 

Amnion 178. 

Amphytrite, Parthenogenese 
1183. 

Amygdalinspaltung 
Bierhefe 391. 

— durch Emulsin 391. 

Amylalkohol 971. 

Amylase 190, 192, 202, 210, 
285, 304, 309, 317. 

Amylasenachweis 1261. 

Amylodextrin 217, 219. 

Amylopsin 210. 

Anaörobe Atmungder Pflanzen 
504. 

— Plattenzucht 1239. 

— Zucht 1238. 

— — in Eprouvetten 1239. 


dureh 
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Anaörobenreinkultur 1235. 
Anaörobiotische Atmung der 
Bakterien 517. 
Analyse der Nahrung 1135 il. 
Anastomose (Gastro-jejunal-) 
13: 
Anemokalorimeter 1170. 
Anhäufung der Verdauungs- 
produkte 169. 
Anilin 988. 
Anneliden, 
1183. 
Anorganische Verbindungen, 
Nachweis im Speichel 259. 
Anschlußkanüle nach Lan- 
gendorff 328. 
Anthelmintika 122. 
Anthracenreihe, Säuren der 
1107. 
Anthrachinondisulfosäure 
are 
Anthrachinonreihe, 
der 1177. 
Antipyrylharnstoft 993. 
Antiseptik 76. 
Antiseptika (Einfluß auf den 
Verdauungssäften) 190. 
Antoxyproteinsäure 820. 
Anus praeternaturalis 
Hühnern 1059. 


Parthenogenese 


Säuren 


bei 


Apparat für die aörobe At- | 


mung der Bakterien von 
J. Stoklasa 524, 532. 
für Gasanalyse von Bara- 
netzky 497. 

von Bonnier und 
Mangin 499. 
von 
Richter 490. 


Polowzow- 


497. 


terienstoffwechsel) 534. 
von Bardeleben fürWasser- 
stott' 504. 

von E. Godlewski (Bak- 
terienstoffwechsel) 519. 
von W. Hesse (Bakterien- 
stofiwechsel) 518. 

von Krzemieniewski (Bak- 
terienstoffwechsel) 522. 
von Minkman (Bakterien- 
stotfwechsel) 536. 

von Theodor Pfeiffer und 
0. Lemmermann /Bak- 
terienstof'wechsel) 536. 
zum Trocknen von ÖOr- 
ganen 291. 
zur Extraktion 
ganen 294. 


von Ur- 


Arbeiterkost (Energieinhalt) | 


1121. 


« 


— von Timiriazeff 


nach R. Kolkwitz (Bak- 
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Arginase 206, 304, 312, 313, 
315, 316, 441, 436. 

Arginin 229, 235, 236. 

— Entstehungbei Papayotin- 
verdauung 417. 

Argon (Bestimmung) 637. 

Asbesttilter 222. 

Asche, Bestimmung in Fäzes 
266. 

Aseptik 76. 

Asmillaria mellea 52, 57. 

Asparaginsäure, Hemmung 
der Tyrosinase 60. 


Aspirationsmanometer nach 
K. Sick 126. 
Asterias, Parthenogenese 
1182. 
| Asterina, Parthenogenese 
1183. 


Atmung, aörobiotische 517. 

anaörobiotische, der Bak- 

terien 517. 

der abgetöteten Pflanzen 

510. 

der Pflanzen 479. 

Atmung tierischer 
444. 

Atmungsapparat von Bonnier 

und Mangin 501. 

von Chudiakow 485. 

von Godlewski 489. 

von Nabokich 507. 

von Palowzow für Rein- 

kulturen 485. 

Atmungschromogene 
Pflanzen 513. 

Atmungspigmente 52. 


Gewebe 


der 


| — der Pflanzen 513. 


Aufenthaltsdauer der Contenta 
im Magendarmkanal der 
Hühner 1062. 

Ausnutzungskoeffizienten 
1121: 

Ausnutzungsversuche 1002. 

Ausscheidungen, Analyse der 
1000. 

— Sammeln der, bei Stoil- 
wechseluntersuchungen 
998. 

Autodigestion 433. 

Autoklav 1207, 

Autolyse 308, 318, 43311. 

aseptische 437. 

Bestimmung des Kreatins 

und Kreatinins in Auto- 

lysenversuchen 792 (6ott- 
lieb-Stangassinger). 

der Futtermittel 412. 

Entstehen von Säuren bei 

der 404. 

Entstehung von Mileh- 

säure bei der 439. 


1332 

Autolyse, Entstehung von 
Urobilin bei der 434. 

— Gasbildung bei der 440. 

— Histologische Untersu- 
chung der 436. 

— im Preßsaft 434. 

— Prüfung durch physika- 
lisch-chemische Methoden 
436. 

— Säurebildung bei der asep- 
tischen 439. 

— Umwandlung von Kreatin 
und Kreatinin bei der 441. 

— Untersuchung der nach 
Salkowski 433. 

— auf Eiweißkörper 433. 
auf Glykogen 433. 

— auf Nukleine 433. 

Autolytisches Ferment 304, 
511,333: 

Auxanographie 1259. 

Azeton-Daueressigbakterien 

Azotobacter 517. 

— cehrooeoeeum 1224. 


B, 


Baeillus coli 1299. 

— myeoides 517. 

— oedematis 1302. 

— suipestifer 1300. 

— tetani 1303. 

— typhosus 1300. 

Bacteriochlorin 1262. 

Bacteriopurpurin 1262. 

Bacterium anthraeis 1304. 

— avisepticam 1309. 

— diphtheriae 1305. 

— Hartlebi 517. 

— influenzae 1306. 

— mallei 1308. 

— pneumoniae 1310. 

— sujieidum 1310. 
tubereulosis 1311. 

Baker hang 1291329, 
1330. 

— mikroskopisch 1329. 

Ballonapparate 79, 80. 

Barcroft, Blutgaspumpe 680, 
Ferrieyanidapparate 685, 
69. 

Basische Spaltungsprodukte 
(Nachweis in einem Ver- 
dauungsgemische) 249. 

Bauchspeicheldrüse (Exstir- 
pation) 118. 

Behälter für steriles Wasser 
1228. 

Bein (Extremitäten), Vorberei- 
tung z. Durchspülung 324. 
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Beißstück 123. 

Belichtungsgefäße zum Ar- 
beiten mit sensibilisieren- 
den fluoreszierenden Stof- 


fen 1174. 
Bence-Jonesscher Eiweißkör- 
per 804. 


Benzaldehydeyanhydrin, d-, 
Überführung in 1-Mandel- 
'säure 392. 

Benzaldehydeyanhydrinbil- 
dung, d-, synthetische 
dureh Emulsin 392. 

Benzbetain 990. 

Benzoesäure 983. 

Benzoylglykuronsäure 
984. - 

Bergwerk, schlagende Wetter 
(Analyse) 632. 

Berkefeldfilter 1209. 

Bernsteinsäure 946. 

Bestimmung des Alkohols 
nach Stoklasa und Ernest 
528. 

— quantitative, 
hols 528. 

— der Ausscheidungen 1136, 
des Verbrauchs 1135. 

Betain, Nachweis im Harn 
866, 867, 872, 873. 

Bierwürze 1218. 

Bilanzen des Körpermaterials 
1120, Berechnung 1122, 
1124. 

Bilanzversuche, Dauer 1125, 
vollständige 1141. 

Biuretreaktion (spektropho- 
tometrische Messung der 
Zunahme der) 252. 

Bleichung 1178. 

Bleiweißprobe 1263. 

Blindsack (Fundus) 102. 

— (Pylorus) 106. 

Blut, Bestimmung des Krea- 
tinins 793. 

— Gewinnung von Seetieren 
1104. 

Blutagar 1306. 

Blutfarbstoffbestimmung 719. 

Blutfibrin, Spaltung durch 
Papayotin 417. 

Blutgaspumpen, Prinzip der 
Methode 668. 

— einzelne Pumpen 677. 

Blutgefäße 119. 

Blutkatalase 66. 

Blutkörperchenzählung 707. 

Blutmenge, im Organ zirku- 
lierende und Gaswechsel 
445. 

Blutserum, erstarrt 1223. 

— flüssig 1215. 


983, 


des Alko- 


Blutserum, Spaltung von 
Monobutyrin durch 402. 

— Sterilisation 1205. 

Blutserumagarplatten 1233. 

Blutserumerstarrungsapparat 
1223. 

Blutverteilung 707. 

Bodenbohrer 1331. 

Bodenuntersuchung 1331. 

Bohr, Gasanalysenapparat 
585. 

— Blutgaspumpe 679. 

— Absorptiometer 703. 

Boletusarten (Oxydationsfer- 
mente) 52. 

Borneolglykuronsäure 979. 

Brenzkatechin 827, 945. 

Brodie (T.G.) und Gullis, 
Gasanalysenapparat 658. 

Brombenzol 985. 

Bromwasser 248. 

Brot als Nährboden 1214. 

Büretten-Gasanalyse 574. 

Brutschränke für elektrische 
Heizung 157. 

— für Gasheizung 149. 

— (mittelst Metallröhre ge- 
heizte) 156. 

— (mittelst Wasser geheizte) 
150. 

— nach d’Arsonval 154. 

— nach Lautenschläger 150. 

— nach Maury 158. 

— nach Roux 156. 

Buchnerpresse 5, 39. 

Buchnerröhre 1238. 

Bunsen-Methoden (Gasanaly- 
sen) 577. 

— (O,-Analyse 600. 

— 'O,-Analyse 623. 

— Acetylenanalyse 657. 

Buttersäurebakterien 1323. 


| Butylalkohol 971. 


C. 


Caleiumsalze (zur Aktivierung 
des Pankreassaftes) 209. 

Calomel-Elektroden 551. 

Calorimetrische Bestimmung, 
Vorbereitung des Harnes 
für die 1053. 

Camphen 980. 

Campher ef. Kampfer. 

Carbonatsteine 904. 

Carbostyril 975. 

Cardia 128. 


Carica papaya (Melonenbaum). 


liefert das Papayotin 417. 
Carvacrylpiperidid 955. 


.— 


m u U 0 um 2 u A u Zn 


Cephalopoden, Bilutgewin- 
nung 1104, Harngewin- 
nung 1105, Hepatopan- 
kreasfistel 1107. 

Cephalopodenblut 52. 

Chaetopterus, Parthenogenese 
1183. 

Chamberlandkerzen 1209. 

Chinaethonsäure 972, 973. 

Chinaldin 990. 

Chinin 942. 

Chinolin 990. 

Chinon 973. 

Chinosol 954. 

Chitinnachweis 1249. 

Chloral 970. 

Chloral-acetophenon 954. 

Chloralhydrat 23, 1252. 

Uhlorate 952. 

Chlorealeiumjodlösung 1249. 

Chloride, Bestimmung im 
Speichel 261. 

Chloroform 14. 

Chloroformwasser bei der 
Autolyse 433. 

Chlorzinkjodlösung 1248. 

Choleeystenteranastomose 
147. 

Choledochoenteroanastomose 
148. 

Choledochustistel 111. 

Choledochusgangfistel 
Bruno 214. 

Cholesterin 198, 223. 

Cholesterinlezithinmembran 
ihrkrz 

Cholesterinmembran 177. 

Jholesterinsteine 905. 

Cholin, Nachweis in den Pro- 
dukten der Verdauung der 
Lezithine 256. 

Cholin regt die Pankreas- 
sekretion an 419. 

Choudroitinschwefelsäure 15, 
246, 848; im Harn 809. 

Chromophotometer 730. 

Chymosin, Darstellung nach 
Hammarsten 197. 

Cinehonin 943. 

Citral 945, 981, 991. 

Clavaria flava 43, 54. 

Ölostridium butyrieum 517. 

Olupeinsulfat 246. 

Coferment der Zymase 396. 

— zu Peroxydase 64. 

Collodium 172. 

— Adsorptionsvermögen 175. 

Collodiumsäcke, Herstellung 
173. 

— Permeabilität 175. 

— Sterilisierung 174. 

Crotonsäure, &-, 925, 926, 928. 


nach 
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Urustaceen, 
1105. 

Cuminsäure 958, 981. 

Cuminursäure 958, 981. 

Cymol 942, 945, 958, 981. 

Cystin 247, 248. 

— im Harn 810, Darstellung 
nach Abderhalden 810, 
nach Gaskell 811, nach 
Goldmann und Baumann 
811. 


Cystinsteine 905. 


Blutgewinnung 


D. 


Dampfsterilisator 1206. 

Darm (Gaswechsel) 449. 

— überlebender 362, 368. 

Darmfistel nach Thiry 143, 
200, 201. 

— nach Vella 143, 200, 201. 

Darmgase, Analyse 281. 


Darminhalte der Pflanzen- 
fresser 263. 
Darmkonkremente, Analyse 


281. 

Darmsaft, Fermente 202. 

— Gewinnung 92, 113, 200. 

— Verdauung in vivo 93. 

Darmvorbereitung zur Durch- 
spülung 324. 

Darstellung der Fermente 189; 
Katalase 66: Lakkase 53; 
Peroxydase 45; Tyro- 
sinase 58, 59: Urikase 
64. 

Daueressigbakterien 53. 

Denitrifikationsbakterien 
1317. 

Desinfektionsmittel 14, 1212. 


| Destilliertes Wasser 1220. 


Deuteroalbumose, «-, 243. 

— A 232, 240. 

— B 233, 242, 244. 

— 0 233, 243. 

Dextrinasen 387. 

Dextrine, Bestimmung in 
Fäzes und Magendarmin- 
halten der Pflanzenfresser 
267. 

— Charakterisierung 217. 

— Isolierung 218. 

— quantitative Bestimmung 
in den Verdauungspro- 
dukten der Kohlehydrate 
217. 

Dialyse 10, 165, 216, 306. 

— auf Amniosmembran 178. 

— der Verdauungsprodukte 
216. 


— in Collodiumsäcken 172. ! 


1355 


Dialyse in 
175. 
— in Zellulosesäcken 175. 
nach van Calear 178. 
nach Graham 165. 
nach Gürber 169. 
— nach Jordis 171. 
— nach Kronecker 183. 
— nach Kühne 167. 
nach Proskauer 166. 
— nach Pupo 186. 
-—— nach Sheridan Lea 185. 
— nach Siegfried 170. 
— nach Waymouth Reid 168. 
— nach Wroblewski 167. 
Dialysierschlauch 167, 169, 
171, 
Dialysierverfahren 
meine) 165. 
— (zu künstlichen Verdau- 
ungsversuchen) 183. 
Dialysiervermögen der tieri- 
schen Membranen 178. 
Diaminodioxydiphenyl 959. 
Diaminovaleriansäure 969. 
Diastase 16. 


Schilfschläuchen 


(allge- 


\ Diazoreaktion (Burian-Pauly- 


sche) 254. 
Dibenzalaceton 907, 919. 
Dichloranthracen -2°7- disulfo- 

saures Natron 1177. 
Dichlorthymolglykuronsäure 

SWR 
Dichtigkeit der Amnionmem- 

bran 179. 

— der Fischblasenkondom- 

membran 177. 

— d. Pergamentmembran 166. 
— der Schilf- und Zellulose- 

membran 176. 
Diekdarmsehlingen 142. 
Differentialkalorimeter 1167. 
Diffusionshülsen 172. 
Diffusionsmethode 1259. 
Dimethylamidoazobenzol 

1252, 1267. 
Dimethylamidobenzaldehyd 

982. 
Dimethylamidobenzoesäure 

983, IN. 
Dimethylamidoheteroxanthin 

955. 
Dimethylamidoparaxanthin 

95. 
Dimethylamidophenol 989. 
Dimethylanilin 989. 
Dimethylanthranilsäure 989. 


Dimethylguanidin, Eigen- 
schaften, Verbindungen 
etc. 879, 880. 


— Nachweis im Harn 871, 
872, 876. 
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Dimethyltoluidin 989. 

Diphenylamin- Schwefelsäure 
1316. 

Diskontinuierliche 
tion 1207. 

Dissoziationskonstante des 
Wassers zwischen 10° und 
50° 1342. 

Doppelpipette, kolorimetri- 
sche 729. 

Dosierung des Impfmateriales 
1288. 

Drehschmidts Platinkapillare 
(CO-Analyse) 649. 

Drehungsvermögen (optisches) 
der Polypeptide 251. 

Dreiweehähne 559. 

Drüsen (Gaswechsel) 448. 

Druck, osmotischer von Ge- 
weben 542. 

— — von Zellen 538. 

Duetus Bartholinianus 117. 

— choledochus 112. 

— stenonianus 118. 

— thoraeieus 120. 

— Whartonianus 117. 

Dünndarmsehlingen, 129 140. 

Duodenalfistel 134. 

Duodenalkanüle 134. 

Duodenalpapille (Transplan- 
tation der ersten) 147. 

Duodenalsaft 203. 

Duodenum (direkte Einfüh- 
rung von Nährstoffen in 


Sterilisa- 


das) 137. 
Durehblutung von Organen 
321. 
Durchblutungsapparate 359. 
Durchlässigkeit von Zellen 
o44. 
Durehspülung von Organen 
1321. 


Durchströmungsapparate 359. 


E. 


Echinus eseulatus, Partheno- 


genese 1184. 

Edestin 18. 

— Verdauung durch Leber- 
saft 407. 

Rieralbumin (kristallisiertes) 
a 

Eiereiweiß wird nicht verdaut 
durch  Pflanzenfermente 
414. 

Eisenammonalaun 244, 

Eiskalorimeter 1159. 

Eiskühler 1327. 

Eiweiß im Harn, Nachweis 


| Eiweiß, 803, 804, 


Register. 


Bestim- 
mung im Kot 1118. 

— Kochprobe 803, Hellersche 
Probe 804, Ferrocyan- 
kalium - Essigsäureprobe 
804, Probe v. Spiegler 804. 

— Bestimmung des E, im 
Harn nach Scherer 805, 
nach Esbach 806, nach 
Devoto 806, nach Roberts 
806. 

— Nutzwert 1129, physiol. 
Verbrennungswert 1129, 
kalorischer Quotient 1130, 
Thermalquotient 1130. 

Eiweißbestimmung durch 
Komplementablenkung 
1196. 

— durch Präzipitine 1191. 

Eiweißkörper, Verhalten bei 
der Autolyse 433. 


Eiweißminimum für Hunde 
1040. 

Eiweißspaltende Bakterien 
1314. 


Eiweilstoffwechsel, Fermente 
des 407. 

Eiweißstoffwechselversuche 
1005. 

Eiweißverbrennung 1128. 

Elastin, Gewinnung 1255. 

— Asan 1256 

Elastinlösendes Enzym 1255. 

Elektrische Eigenschaften von 
Zellen 551. 

— Leitfähigkeit der Polypep- 
tide 251. 

— — des Speichels 258. 

— Wanderung 38. 

Elementaranalyse der 
11019). 

Emulsin 17, 391, 949. 

— Fraktionierung durch Aus- 
salzung 392— 393. 

— Inaktivierung durch Er- 
hitzen 392. 

— 6-, 892, 979. 

Emulsin, o-, 392. 

— ohne Wirkung auf «-Me- 
thylglukosid 392. 

— Synthesen beschleunigen- 
der Katalysator 39. 

— Synthese von Benzaldehyd 
und Blausäure durchEmul- 
sinzu d-Benzaldehydeyan- 
hydrin 392. 

Emulsinreinigung nach Beitz- 
ke und Neuberg 391, 

Emulsinwirkung auf Mandel- 
nitrilglukosid 391. 

— auf synthetisch darge- 
stellte Glukoside 391. 


Kost 


Emulsinwirkung auf Methyl- 
glukoside 391. 

— auf ß-Methylglukosid 392. 

Endprodukte des Stoffwech- 

sels 1116. 

Energiestoffwechsel 1114 it. 

Energieumsatz 1114 ft. 

Energieinhalt der Kost 1117. 

Enteiweibung des Speichels 
259. 

— von Magendarminhalt und 
Fäzes der Pflanzenfresser 
267. 

— nach Michaelis und Rona 
zur Prüfung der Autolyse 
435. 

— nach Rona und Michaelis 
227, 413. 

Enterokinase 204, 209. 

Entwicklungserregung mit 
Membranbildung 1180, 
ohne 1182. 

Enzyme des Speichels 258. 

Eosin 1177. 

Epiguanin im Urin 891. 

Erbrochenes, Analyse bei Stoff- 
wechseluntersuchungen 
1001. 

Erepsin 203, 304, 305. 

Erfrorene Pflanzen 511. 

Erythrodextrin 217, 219. 

Essigbakterien 1322. 

Essigsäurebildung dureh Oxy- 
dationsferment 53. 

Esterspaltendes Ferment der 


Leber, Isolierung nach 
Magnus 403. 
— — — Üoferment des 404. 


Esterspaltung durch tierische 
Zellen 403. 

— — — Organe, Untersu- 
chung nach Saxl 404. 
Eudiometerröhren (Gasana- 

lyse) 564, 566. 

Euglobulin 233. 

Exkrete bei der Atmung der 
Bakterienzelle (Methoden 
zur Bestimmung: 516. 

Exstirpation der Schilddrüse 
118. 

— der Bauchspeicheldrüse 18. 

— Nebennieren 119. 

Extraktionsapparat für Flüs- 
sigkeiten nach Lind 931. 

Extraktionsapparate 221,222. 

Extraktionshülsen 222. 


F. 


Färbung von Organen oder . 
Pflanzenstücken an der 
Luft 52. 


Fäulnisverhinderung bei Fer- 
mentversuchen 317. 
Fäzes, Ansäuern der 1052. 
— Bestimmung des Indols in 
(Nachtrag) 348. 
Gallenfarbstofle 853. 
Indol-Skatol 840. 
künstliche Verdauung 
265. 
der Pflanzenfresser 263. 
Phenole 828. 
Stoffwechselendprodukte 
in den 175. 
Urobilin 855. 
Farbenreibmühle 297. 
Farbenskala (Tallqvist) 720. 
Fermentdarstellung nach 
Krawkow 313, 315. 
— nach Rosell-Jakoby 314. 
Fermente, Darstellung 189. 
— des Darmsaftes 202. 


Tier-- und Pflanzenwelt 
407. 

des Fettstoffwechsels in 
und Pflanzenwelt 


des intermediären Stoff- 
wechsels 433. 

des Kohlehydratstoffwech- 
sels in Tier- und Pflanzen- 
welt 385. 

des Magensaftes 193. 
des Pankreassaftes 210. 
des Speichels 190. 
Einfluß sensibilisierender 
fluoreszierender Stoffe auf 
1171. 

Isolierung nach Rosell 


quantitative Bestimmung 
24 


Fermentisolierung durch 
Uranylacetat 409. 

Fermentwirkung, Aufhören | 
der 123, 216. 

Fermische Gelatinemethode 
zur Untersuchung auf 
proteolytische Fermente 
408. 

Ferrieyankalium bei Gas- 
pumpen 679. 


— -Apparate 683#f. 

— -Methode 683, 697. 

— Genauigkeit 683, 697. 

Fett, Bestimmung im Magen- 
darminhalt und Fäzes der 
Pflanzenfresser 281. 

— Verschwinden der Äther- 
löslichkeit unter Einwir- 
kung von Blut 402. — 
Zusammensetzung 1115. 


Register. 


Fette, Isolierung der Abbau- | 
produkte der Verdauung | 


der 220. 

— Untersuchung nach (Le- 
vites) der Abbauprodukte 
der Verdauung der 221. 

Fettemulsionen 220. 

Fettnachweis 1252. 

Fettsäure, einbasische, 
Erzeugung von Membran- 
bildung 1181. 

Fettsäuren, Feststellung der 

aus Fettemulsionen bei 

Verdauungsversuchen ab- 

gespaltenen 220. 

— der bei der Verdau- 

ung von Leeithinemul- 

sionen abgespaltenen 255. 

Fettspaltendes Ferment im 
Rizinussamen 405. 


| Fettspaltung, Verfahren von 
— desEiweißstoffwechsels in 


Volhard-Stade zur Fest- 
stellung des Grades der 
223, 299. 

Fettstoffwechsel,, 
des 402. 


Fermente 


| Fettstoffwechselversuche 


1009. 
Fibrinflocken 17. 
Filterzusammenstellung 1209. 
Filtration der Verdauungs- 
säfte 189. 
Fischblasen 306. 
Fischblasenkondom 177. 
Fische, Blutentnahme 1104. 
— Harngewinnung 1106. 
— Leberexstirpation 1107. 
— Magenfistel 1107. 


Fistel, Duetus thoracieus-, 
121. 
— Duodenal-, 91. 


Gallenblasen-, 110. 

Gallengang-, 112. 

Magen-, 100. 

Ösophagus-, 99. 

Pankreas-, 107. 

Pylorus-, 90. 

Speichel-, 96. 

— Thiry-Vella-, 113. 

Fistelanlegung 86—90. 

Fistelröühren 77 ff. 

Fleisch 232, 233. 

— Bestimmung des Kreatins 
und Kreatinins im 79. 

Fleischbrühe 1216. 

Fleischextrakt 1222. 

Fleischpresse 1216. 

Fluoreszeinreihe, Stoffe der 
1177. 

Fluoreszierende Stoffe 1171 ff., 

Auswahl 1177, Bleichung 

1178, Hemmuug durch 


zur- 
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Serum 1178, Konzentra- 
tionsoptimum 1178, Wir- 
kung auf Edersche Lö- 
sung 1171, auf Enzyme 
1171, Toxine 1171, Zellen 
1174: 

Formaldehyd als Desinfek- 
tionsmittel 1212. 

Fermolmethode von Sörensen 
zur Bestimmung der 
Aminosäuren im Harn 
816. 

Formoltitrierung der proteo- 
Iytischen Spaltungspro- 
dukte nach Sörensen 227. 

Fraktionierung von Ürgan- 
extrakten 312. 

Frigo 141, 319. 

Froschherz, überlebend er- 
halten nach Williams 
329, nach Jakobj 331. 

Früchteabkochungen 1219. 

Fundamentaler Atmungspro- 
zeß tierischer Gewebe 
468, 470. 

Furfurol 985. 

Furfuraerylsäure 985. 

Futterbereitung für Hunde 
1043. 

Futternäpfe für Hühner 1058. 


G. 


Gärungskölbehen 1262. 
Galle, Einwirkung bei der 
Verdauung der Fette 213. 
Einwirkung bei der Ver- 
dauung der Proteine 214. 
Gewinnung 90, 110, 112, 
214. 
Verfahren zum Vermeiden 
des Zuflusses im oberen 
Dünndarme 147. 
Gallenblasentistel nach Dastre 
147, 214. 
Gallenfarbstoffe im Harn 850. 
— Nachweis 850. 
Gasabmessung durch Wägung 
577. 
Gasabsorption im Blut 69. 
— von Kautschuk 560. 
Gasanalyse 894. 
(Apparat von Baranetzky) 
498. 
(Apparat von Bonnier und 
Mangin) 499. 
(Apparat von Polowzow- 
Richter) 490. 
(Apparat von Timiziazeff) 
497. 


1356 


Gasanalysenzimmereinrich- 
tung 555. 

Gasdruckregulator nach Moi- 
tessier 149. 

— von Palladin 481. 

Gase des Speichels 262. 

— Gehalt im Meerwasser 
siehe Meerwasser. 

Gasometer 571. 

Gaspipetten 501, 503. 

Gaspumpe siehe Blutgas- 
pumpe. 

Gasspannung im Blut 703. 

Gasuhren 568. 

Gaswechsel als Maß der Ver- 
brennung im Körper 1133. 
— fragmentierter Gewebe 
450. 

— ganzer Organe in situ 
444. 

— ganzer, vom Körper los- 
getrennter Organe 450. 

— und hemmende Substan- 
zen in den Geweben 471, 
473. 

— und Tätigkeit der Organe 
447. 

Gefrieren von Organen 305. 

Gefrierpunkt von Geweben 
544. 

Gehirn (Gaswechsel) 449. 

Gekrösekatalase 67. 

Gelasenachweis 1261. 

Gelatineplattenverfahren 
1230. 

Genuinität der Proteine, Ver- 
fahren zur Untersuchung 
der Abnahme der 227. 

Gephyreen 1181. 

Geppert, Kalibrierapparat 
566. 

Geppert-Bunsen, Methode 579, 
672. 

— — (C0,-Analvse 601, 614, 
CO-Analyse 647. 

— — 0,-Analyse 623. 

— — brennbare Gase, Ana- 
lyse 650. 

— — N, O-Analyse 655. 

— — Blutgase, Analyse 673. 

Geraniol 981. 

Gerbsäure zur Fällung der 
Proteine 238. 
Gerste, peptisches 

aus 416. 

— proteolytische Fermente in 
412. 

Gerstensamen, peptolytische 
Fermente in 416. 

Gesamtfett, Feststellung in 
einem Verdauungsge- 
mische 222. 


Enzym 


Register. 


Gesamtschwefel, Bestimmung 
im Harn nach Salkowski 
794, nach Modrakowski 
794, 795, nach Folin 796, 
nach Abderhalden und 
Funk 796, nach Kon- 
schegg-Schulz 797. 

Gesamtschwefelsäure, Bestim- 
mung im Harn nach Sal- 
kowski 797, nach Folin 
798. 

Gesamtstoffwechsel im Säug- 
lingsalter 1027. 

Gestell nach Pawlow 134. 

Gewebsfibrinogen 304, 310, 
315. 

Gewicht, spezifisches , des 
Speichels 258. 

Gewinnung der Verdauungs- 
säfte 189. 

— des Speichels 257. 

Glashähne 558. 

Glasnadel 1232. 

Glasreinigung von Fett ete. 
556. 

Globulin, Bestimmung des 
G. im Harn nach Hof- 
meister und Pohl 805. 

Glukosehefen 1260. 

Glycosyringasäure 974. 

Glycovanillinsäure 974. 

Glyeyl-.-tyrosin, Spaltung 
durch Papayotin 418. 

zum Nachweis von 
Pflanzenfermenten 416. 

Glykogen, Verhalten bei der 
Autolyse 433, Zusammen- 
setzung 1115. 

Glykogennachweis 1252. 


Glykogenzersetzung in den 
Organen, _ fermentative 
385. 


Glykokoll 958. — Verhalten 
zu den Oxydationsfer- 
menten 61. 

Glykolyse, Aktivator im Pan- 
kreas 400. 

— Cohnheims Verfahren zur 
Untersuchung der 399 ff. 

— in tierischenOrganen 399. 

Glykolytisches Enzym bei 
höheren Pflanzen, Isolie- 
rung nach Stoklasa 400. 

— — der höheren Pflan- 
zen 400. 

— Ferment 302, 304, 305, 
309, 315, 317, 318. 

Glykose 218. 

Glykuronsäure 949, 971. 

Glyzerin 953. 

— Nachweis nach Wohlund 
Neuberg 226. 


Glyzerin, quantitative Be- 
stimmung nach dem Jodid- 
verfahren 226. 

Glyzerinphosphorsäure, Nach- 
weis in den Verdauungs- 
produkten der Lezithine 
256. 

Granatwurzel 122. 

Granulose 1252, 

Grenzplasmolyse 541. 

Grisoumeter 647, 651, 654. 

Grundumsatz 1134. 

Gscheidlensche Reaktion 259. 

Guajakprobe 48. 

Guanase 424, 226. 

Guanidin 229. 

Guanin im Urin 892. 

— in den Fäzes 89. 

— Umsetzung im Ferment- 
versuch 425. 

Guayacol 943. 

Gummiballon 131, 137. 

Gummikappen für Kulturen 
1214. 

Gummischläuche (Gasanalyse) 
559, 560. 

Gynesin, Nachweis im Harn 
873. 

— Verbindungen 883. 


H: 


Hämase 66. 

Hämatinometer (Sahli) 726. 

Hämatokrit 541, 756. 

Hämatoporphyrin 861. 

Hämoglobinometer 724. 

Hämolysine 1191. 

Hämometer 720#f. 

Hämophotograph 720. 

Hafer, proteolytische Fermen- 
te im 412. 

Hafereiweiß 232, 233. 

Haferferment, Isolierung 414. 

Hahnfett zur Diehtung von 
Glasschliffen 559. 

Haldane, Gasanalysenapparat 
537. 

— (0,-Analyse 617. 

— 0O,-Analyse 624. 

— Grubengasanalyse 651. 

— Blutgasanalyse 675. 

Hammelserum, Verdauung 
durch Papain 417. 

Harn, Albumin 805. 

— Albumosen und Peptone 
807, Nachweis nach Hof- 
meister 807, nach Sal- 


kowski 807, nach Mora- : 


witz und Dietschy 808, 
nach Devoto-Bang 808. 


En u 


un 
a m 


Harn, Alloxyproteinsäure 821. 


| 


— Aminosäuren 810—817, | 


Nachtrag 1347. 
Ammoniak 765— 774. 
Analyse bei Stoffwechsel- 
untersuchungen 1001. 


Ätherschwefelsäure 798. 


804. 
— Bestimmung des Eiweißes 
nach Scherer 805, nach 
Esbach 806, nach Devoto 
806, nach Roberts 806. 
Chondroitinsch wefelsäure 
809, 848. 
Eiweiß 804. 
Gallenfarbstofle 850. 
Gesamtschwefel 797. 
Gesamtschwefelsäure 797. 
Globulin 805. 
Hämatoporphyrin 861. 
Hippursäure 829. 
— Nachtrag 1348. 
Homogentisinsäure 834. 
Indigrot 845. 
Indol 837. 
Indol-Pr-3-Essigsäure 845. 
Indoxylschwefelsäure 841. 
Inosit 828. 
Kreatinin 783—79. 
Kynurensäure 817. 
Mueine und mueinähnliche 
Körper 809. 
Neutraler Schwefel 799. 
Nukleinbasen 809. 
Oxymandelsäure 837. 
ÖOxyproteinsäure 819. 
p-Oxyphenylessigsäure 
837. 
-— p-Oxyphenylproprion- 
säure 837. 
Phenole 823. 
Proben auf Eiweiß 
803—804. 
Rhodanwasserstoff 802. 
— Sammeln des H. bei Stofi- 
wechseluntersuchungen 
999. 
Säure von Häri 823. 
— Schwefel 794—803. 
Schwefelwasserstofl' 803. 
Skatol 837. 
Stickstoff, peptidgebun- 
den1123, Nachtrag 1348. 
stickstoffhaltige, nicht 


Stiekstoffverteilung 846. 
Stoffwechselendprodukte 
im 765. 

Urobilin 855. 


anorganische Sulfate 799. | 
Antoxyproteinsäure 820. | 


Bence-Jones-Eiweißkörper | 


dialysable Körper im 848. | 


Register. 


Harn, Uroerythrin (Purpurin) 
S60. 

— Uroferrinsäure 823. 

— Uroprotsüure 822. 

— Urorosein 859. 

Harnabgrenzung nach Zuntz 

1045. 

Harnbase C,H,N,O 865. 

— 0,H,N,O, 865. 

C,H,NO, 866. 

— (,H,,NO, 865. 

C,H,,NO, 865. 

C,H,,N,0, 865. 

C,.H,,NO 865. 

C,H,NO, 865. 

C,H,NO, 865. 

C.H,NO, 865. 

C,H,,NO, 865. 

GC, H,eN; 0, 865. 

C,H, 0,0, 865. 

CsH,0N, 0, 865. 

C5 HyN50,, 876. 

C,H. N, 0, 865. 

C,H,,NO 865. 

Harnbasen, Nachweis nach 

der Methode von Bau- 

mann und Udränsky 868. 

Nachweis 865, 866, 867 

(Verfahren nach Brieger). 

Nachweis nach dem Ver- 

fahren von R. Engeland 

875, 876, 877. 

Nachweis nach dem Ver- 


fahren von Kutscher und | 


Lohmann 870, 871, 872, 
873, 874, 875. 

toxische, Ausbeute daran 
bei verschiedenen Infek- 
tionskrankheiten 864. 
toxische, Nachweis 863, 


864, 865 (Methode von | 


Lait-Griffiths und Albu). 
Harnbeutel für Hühner 1060. 
Harndesinfektion und Vorbe- 

reitung für die Analyse 

1053. 

Harnfänger für Wiederkäuer 

1054. 

Harnfarbstoffe 857. 
Harngewinnung 1045. 
Harnkonservierung 1023. 
Harnrezipient für Säuglinge 

1017, 1021. 
Harnsäure, Gewinnung 

Fermentversuch 428. 
— in Harnsteinen 903, 904. 
— Umsetzung im Ferment- 

versuch 430. 
Harnsäurebestimmung 

Tierurin 887. 


im 


im 


— im Urin nach Krüger und | 


Schmid 885. 
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Harnsäurebestimmung in Or- 
ganen 887. 

— nach Folin 889. 

- nach Hopkins 889. 

nach Ludwig-Salkowski 

88. 

— nach Wörner 8%. 

Harnsäureoxydase s. Urikoly- 
tisches Ferment. 

Harnsäureoxydation durch 
Urikase 64. 

Harnsteine, Untersuchung der- 
selben 903. 

Harnstoff’: Eigenschaften 774: 
Nachweis 774: Darstellung 
nach Salkowski 774, nach 
Hoppe-Seyler 775, nach 
Gottlieb 776: Bestim- 
mung nach Mörner-Sjö- 
quist 776, nach Folin 778, 
nach Benediet und Geb- 
hart 780, nach Pflüger- 
Bleibtreu 781, nach Spiro 
781. 

Harnstoflbakterien 
1312: 

Harntrichter für männliche 
Hunde 1048. 

Hauptatmung tierischer Ge- 
webe 468. 

Hefe 949. 

Hefepreßsaft 3, 395, 1253. 

— Ausfrieren des 39. 

— Trocknung im Vakuum 
39. 

Hefewasser 1218. 

Heißluftsterilisator 1205. 

Hemmende Substanzen der 
Atmung in verschiedenen 
Geweben 468, 471. 

Hemmung der Sensibilisierung 
1178. 

Hempel,CO,-Bestimmung601. 

— H-Bestimmung 654. 

Hempels Gasbürette 574. 

Herz(überlebendes)362, 374 f. 

— Vorbereitung zur Durch- 
spülung 325. 

Herztlimmern (-wogen) beim 
überlebenden Herzen 357. 

Heteroalbumose, Darstellung 
nach Rud. Adler 245. 

— Darstellung nach Haslam 
243. 

— Darstellung nach 
Pick 239, 240. 

— Eigenschaften 246. 

Heterolyse 436. 

— bei Karzinom 437. 

Heteroxanthin im Urin 891. 

Heuinfus 1219. 

Hexonbasen 249. 


1224, 


ELreR: 
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Hinterbeine, s. Skelettmus- 
keln. 


Hippursäure 966, 829; Nach- 


weis 830; Isolierung aus | 


Harn nach Bunge-Schmie- 
deberg 830, nach Jares- 
veld und Stokvis830, nach 
H. E.Roaf 831: Bestim- 


mung nach Henriques und . 


Sörensen 831, nach Wie- 
chowski 831, 
833, nach Magnus-Levy 
833; quantitative Bestim- 
mung im Harn (Nachtrag) 
1348. 

Hirudin (für Blutgasanalyse) 
666. 

Histidin 235, 236. 

— Nachweis im Harn 871, 
377. 

Homogentisinsäure 834; Ei- 
genschaften 834: Darstel- 
lung nach E. Meyer 834, 
ee Schumm 835, nach 
Wolkow und Baumann 
835, nach Garrod 835; 
Bestimmung nach Bau- 
mann 836, nach Deniges 
836. 

Hühnereiweiß, Verdauung 
durch Papain 417. 

Hydrochinon als Reagens auf 
Lakkase 45. 

Hydroparagummarsäure 965. 

Hydrotoluchinon 957. 

Hypoxanthin, Gewinnung im 
Fermentversuch 425. 

— im Urin 89. 

— in den Fäzes 897. 


I. 


Imidazolaminoessigsäure, 
Nachweis im Harn 877. 
— Pikrolonat 883. 


nach Cohn | 


Register. 


Indikator für Basentitration | Isolierung des Glykogen spal- 


1267. 
— für Säuretitration 1267. 
Indol, Bestimmung im Kot 
Nachtrag 1348. 
— 837, Eigenschaften und 
Nachweis 838. 
Indolnachweis 1264. 
Indol-Pr-3-Essigsäure 845. 
Indophenolreaktion auf Oxy- 
dationsfermente 56. 
Indoxyl 841. 
Indoxylschwefelsäure (Harn- 
indikan) 841, 957. 
Darstellung 841. 
Bestimmung nach Öber- 
mayer, Wang, Ellinger 
843, nach Bouma 843, 
nach Imabuchi 845. 
Nachweis 842. 
Infektion durch 
1281. 
— durch Staub 1282. 
Infektionskäfig 1275. 
Infrarote Strahlen 1172. 
Infusionsmethode (Blutmenge) 
791. 
Injektion, intravenöse 1186. 
Injektionsspritze nach Koch 
1278. 
— nach Klemensiewiez 1279. 
— nach Strohschein 1279. 
Innenspannung von Geweben 
542. 
— von Zellen 538. 


Einatmung 


' Inosit 828. 


— Isolierung nach Boedeker 
und Cooper Lane 828, 
nach Rosenberger 829. 

— Nachweis 828. 

Instrumente 77. 


| Invertase 202. 


Invertin 7, 16, 389. 


‚ — ohne Wirkung auf $-Me- 


thylglukosid 392. 


 Invertindarstellung nach E. 


Impfung durch die Schlund- 


sonde 1283. 

durch Ingestion 1283. 
indie Augenkammer 1286. 
in die Blutbahn 1287. 
intraperitoneal 1286. 

— kutan 1284. 

— subkutan 1285. 
Indigolösung 1240. 
Indigotin 515. 


Indigrot (Indirubin, Indig- 
purpurin) 845. 

— Darstellung nach Rosin 
846. 


Indikanurie 957. 


Isodynamie der 


Fischer 392. 
Invertinisolierung nach Haf- 
ner 389—391. 
Invertinwirkungaufo-Methyl- 
elukosid 392. 

Nahrungs- 
stoffe. Gesetz der 995. 
Isolierung der Abbauprodukte 

der Fette 220. 
— — der Kohlehydrate 


216. 
— — — der Lezithine 253. 
— — — der Nukleoproteine 
255. 


— — Proteine 227. 
der Dextrine 218. 


tenden Fermentes 385. 
— post mortem des Dünn- 
darmes 127. 
— des Magens 128. 
J 


Jacobinia 52. 

Japanesischer Lack 52. 
Jodjodkaliumlösung 1251. 
Jodreaktion 217. 

Jodsäure (zu CO-Analyse)640. 
Jogen 1252. 


K. 


Käfig für Hunde 1044. 

— für Stoffwechselversuche 
an Hammeln 1055. 

Kaliapparate 486. 

Kalibertabellen (Eudiometer) 
567. 

Kalibrierapparat 
966. 

Kallosenachweis 1249. 

Kalorienbedürfnis 995. 

Kaloriengehalt der Nahrungs- 
stoffe 1116, des Eiweißes 
1116, des Fettes 1116, 
der Kohlehydrate 1116. 

Kalorische Koeffizienten 
1127, Zuverlässigkeit der 
1131. 

Kalorimeter 1158 ff. 

Kamala 122. 

Kampfer 209, 975. 

Kamphoglykuronsäure 944, 
IT. 

Kaninchenverschläge 1271. 

Kanüle 1286. 

Kaolin 7, 14, 222, 

Karbaminsäure, Bestimmung 
782. 

Karboxylgruppen, Feststel- 
lung nach Sörensen 227. 

Karlsbader Salz 123. 

Kart:tfelnährboden 1213. 

Kartoffeloxydasen 44. 

Kartoffeltyrosinase 57. 

Kasein 19, 232, 233. 

— Spaltung durch proteoly- 


(Geppert) 


tische Pflanzenfermente 
414. 
Katalase 42, 65, 304, 305, 


3.5, 3127313: 
Kataphorese 38, 553. 
Katheterisieren der Hunde 

1045. 

Katzen (Operation bei) 122, 

143. 3 
Kautschukblase 131, 135, 

13 


Kautschukkappen für Kul- | 


turen 1214. 
Kautschukschläuche (Gasana- 
Iyse) 559, 560. 


Keilhämometer von Grützner | 


722, von Plesch 724. 
Kerzenfiltration der Ver- 
dauungssäfte 189. 
Kieselgur 4. 
Kieselsäure, lösliche 1225. 
Kitt (Mendelejefischer) 82, 
97 


Klärung 14. 
Knöllehenbakterien 1224. 
Koagulosen 249. 
Koagulosogene Produkte 250. 
Koaproteosen 250. 

Kochsaft der Hefe 396. 

Kochsche Sicherheitsbrenner 
151. 

Koeffizienten der Eiweißver- 
brennung 1127, Fett- und 
Kohlehydratverbrennung 
1131. 

Körperstickstoit, Bestimmung 
in Fäzes der Pflanzen- 
fresser 265. 

Koffeinbestimmung im Urin 
822. 

Kohlehydrate, gelöste, Be- 
stimmung in Fäzes und 
Magendarminhalt der 
Pflanzenfresser 267. 

— (Isolierung der Abbau- 
produkte der Verdauung 
der) 216. 

Kohlehydratspaltende 
zyme 1259. 

Kohlehydratstofiwechselver- 
suche 1009. 

Kohlenoxydhämoglobin 638. 

Kohlensäure, Bestimmung im 

Wasser durch Titration 

1073; durch Auskochen 

1074; _ gasvolumetrisch 

1076. 

ausgeatmete, von den 

Pflanzen 480, 490, 504, 

510. 

(Darstellung) 506. 

präformierte, in den tie- 

rischen Geweben 477. 

Kohlensäureentwicklung im 
ganzen Körper 475, 476. 

— in Abwesenheit von Sauer- 
stoff 474. 

— in isolierten Organen 477. 

Kohlensäuretension im Meer- 
wasser, Bestimmung 1080. 

Kohlenstoffgehalt im Meer- 
wasser 1093. 

Kohlenstoffquellen 1221. 


Abderhalden, Handbuch der biochemischen Arbeitsmethoden. II. 


En- 


Register. 


Kolloidale Natur der Proteo- 
sen 246. 

Kolorimeter nach Gottlieb und 
Stangassinger 442. 

— von Dubosq 789. 

— von Gottlieb 
gassinger 789. 

Kolorimetrische Bestimmung 
der Tyrosinase 63. 

Körpereiweiß, Zusammen- 
setzung 1115. 

Kombinierte Verdauungswir- 
kungen 214. 


Kompensationskalorimeter 


1165. 
Komplementablenkung 1194. 
Komponenten des Stoflver- 

bands 1114. 

Konglutin, Spaltung durch 
Pflanzenfermente 415. 
Konservierung von Fäzes 265, 
— von 

und Fäzes 268. 
Konstant-Niveau 161. 
Kontaktthermometer 152. 


Kost, Berechnung der K. 
zu Stofiwechselversuchen | 
995. —  Energieinhalt 


1117. — Eiweißgehalt (N) 
1118, Ätherextrakt 1118, 
Trockensubstanz und 
Asche 1118. 

Kot, Abgrenzung und Sam- 
mein des K. bei Stoff'wech- 
seluntersuchungen 999. 

—, Analyse 119. 


— , Abgabe b. Menschen 1119. | 


— Zusammensetzung 1120. 
Kotbeutel für Hühner 1060. 


Kotfänger für Wiederkäuer 
1054. 

Kotgewinnung bei Hunden 
1050. 

Kreatin, Bestimmung als 
Kreatinin 791, 792. 

Kreatinin, Bestimmung in 


Organextrakten 441. 
— Bildung und Zerstörung 
bei der Autolyse 441. 
— Eigenschaften 783. 
Nachweis 783. 
Darstellung nach Neu- 
bauer - Salkowski 783, 
nach Folin 784, nach 
Jafie 786. 
Bestimmung nach Folin 
787. 
Überführung des K. in 
791,.7982: 
Darstellung aus Muskeln 
791, 792 (Weber-Mellan- 
by). 


und Stan- | 


Magendarminhalten | 
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Kreatinin in Autolysenver- 
suchen 792 (Gottlieb Stan- 
gassinger). 

— Bestimmung im Blut 793. 

Kreatininchlorzink 783. 

Kreatiningoldehlorid 783. 

Kreatinin-Kaliumpikrat 783. 

Kreatininpikrat 783. 

Kreidenährboden 1323. 

Kresol 824, 957. 

— Nachweis 825. 

Kresolreaktionen auf Oxyda- 
tionsfermente 47, 64, 66. 

Kryoskopie zur Prüfung der 
Autolyse 436. 
von Geweben 544. 

Kultur im Gasstrom 1246. 

— in hoher Schicht 1238. 

— in Wasserstoff 1243. 

Kupferlösung (Gasabsorption) 
599, 627, 646. 

Kupferoxydammoniak 1248. 

Kynosin, Verbindungen 883. 

Kynurensäure, Eigenschaften 

817. 

Nachweis (nach Jatie) 817. 

Darstellung nach Hofmei- 

ster 818, nach Jafle 818, 

nach Capaldi 818. 

Kynurin 975. 


I. 


Lab 10, 19. 

Labferment, Darstellung nach 
Hammarsten 197. 

Lack 52. 

Lakkase 43, 53. 


Lakkol 53. 

Laktaeidase 398. 

Laktagol, Spaltung durch 
proteolytische Pflanzen- 
fermente 414. 

Laktariusarten als Tyro- 


sinasematerial 53, 58. 
Laktase 203, 304, 309, 317. 
Laktosehefen 1260. 
Lathraea squamaria 44. 
Lauryl-alanin 405. 
Lauryl-glyein 405. 

Leber, Stoffwechselunter- 
suchungen an überleben- 
der 362, 364 ff. 

Leberkatalase 67. 

Leberoperation zur Durch- 
blutung 322. 

Leitfähigkeit 36. 

— (elektrische) der Poly- 
peptide 251. 

Leitfähigkeitsbestimmung zur 
Prüfung der Autolyse 436. 
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Leptomin 45. 

Leuchtbakterien 1242, 1319. 

Leuein aus Konglutin durch 
Einwirkung von Pflanzen- 
fermenten 415. 

— im Harn 810. 

— und Tyrosinase 61. 

Lezithine, Isolierung der Ab- 
bauprodukte der Verdau- 
ung 255. 

— Nachweis in den Verdau- 
ungsprodukten 259. 

Lezithinmembran 177. 

Lichtquelle zum Arbeiten mit 
sensibilisierenden fluores- 
zierenden Stoffen 1172. 

Liebermanns Apparat zur 
Bestimmung der Katalase 
69. 

Lienase 302, 304. 

Lipase 9, 21, 28, 193, 203, 
309, 318, 1261. 

Lipoide der Pflanzen 513. 

Lipoidlöslichkeit 548. 

Lockesche Lösung zur Durch- 
spülung 325. 

Löwy A., Gasanalysenapparat 
581, 674. 

— Schüttelbirne (Absorptio- 
meter) 700. 

Lottia gigantea, Parthenoge- 
nese 1183. 

Ludwigsche Anordnung der 
Durehblutung überleben- 
der Organe 338. 

Luftkalorimeter 1164, mit 
Korrektionsapparat 1167. 

Luftuntersuchung 1332. 

Luftuntersuchungsrohr nach 
Ficker 1355. 

Lunge, Stoffwechselunter- 
suchungen an überleben- 
der 362, 3631. 

— Vorbereitung zur Durch- 
spülung 323. 

Lungengaswechsel Neugebore- 
ner 1027. 

Lupinensamen, peptolytische 
Fermente in 416. 

Lupinusangustifolius, Eiweib- 
zerfall bei 415. 

Lupinus luteus, Eiweißzerfall 
bei 415. 

Lysin 235, 236. 

Lysol zur Desinfektion 1212. 


M. 


Mäusefutter 1270. 
Mäusezuchtkäfig 1269. 


Register. 


Magen (Isolierung post mor- 
tem) 128. 
Magenauswaschung 124, 125. 
Magenentleerung 136. 
Magenfistel 100, 131, 137. 
Magenfundus 126, 128. 
Mageninhalt der Pflanzen- 
fresser 269. 
Magenlipase 193. 
Magenpumpe 129. 
Magensaft, Gewinnung 101. | 
— Fermente 193. 
— Gewinnung nach Edkins 
192, nach Pawlow 192. | 
Magenschlauch 124. 
Magensteapsin 193. | 
Magnesia-Destillationsmetho- 
de zur Prüfung der Auto- 
lyse 435. 
Magnesiagipsplatten 1225. 
Maiskörner, peptolytische Fer- 
mente in 416. | 
Maltase 190, 203. 
— des Speichels 258. 
Malz 416. 
Malzdiastase 387. 
Malzwürze 1218. 
Mandelnitrilglukosid aus 
Amygdalin durch Bier- 
hefe 391. 
Mandelnitrilglukosidspaltung 
durch Emulsin 391. 
Mandelsäure, l-, Darstellung 
aus d-Benzaldehydeyan- 
hydrin 392. 
Manometerregulator 1207. 
Manometrie 36. 
Mastixfällung der Proteine 


227. 

Mastixfloeckung durch Proteo- 
sen 246. 

Mausglas 1277. 

Mazeration von Örganen 
308. 


Meeresbakterien 1226. 
Meerestiere vgl. Seetiere. 
Meerrettigperoxydase 45. 
Meerschweinchenstall 1270. 
Meerwasser, vgl. Seewasser. 
Melaninbestimmung 62. 
Melaninbildung 61. 
Membranbildung bei der 
künstlichen Partheno- 
genese 1180. 
Meniskuskorrektur 567, 568. 
Mentholglykuronsäure 979. 
Mereurisulfat 247, 248. 
Mesitylen 966. 
Messung der Aktivität der 
Peroxydase 49. 
— — — Tyrosinase 62. 


— ZZ —ypakkasessn: 


| Metallthermoregulator 156, 


Bari. 
Methämoglobinbildung 719. 
Methan (Analyse) 649. 

— in der Exspirationsluft 

649. 

Methbangärung 1226, 1322. 
Methoden der Abtötung der 
Pflanzen 510. 


 Methylehinolin 990. 


Methylenblau 1177, 1251. 
Methylenblau-Sudanmethode 
1252. 
Methylglukosidspaltung 
dureh Emulsin 391. 
Methylgrün 1250. 
Methylguanidin, Eigenschaf- 
ten, Verbindungen ete. 
879. 
— Nachweis im Harn 871, 
872, 876. 
Methylpyridin, y-, Eigen- 


schaften, Verbindungen 
ete. 881. 

— — Nachweis im Harn 
874, 875. 


Methylpyridylammonium- 
hydroxyd 986. 

— Nachweis im Harn 866, 
867, 873. 

— Eigenschaften, Verbindun- 
gen etc. 880. 

Methylviolett 1177. 

Methylxanthin, i-, im Urin 
891. 

Micerococeus aureus 1297. 

— gonorrhoeae 1298. 

— meningitidis cerebrospi- 
nalis 1297. 

Mierospira comma 1312. 

Mikrochemische Methoden 
1247. 

Mikrorespirometer 664. 

— von Thunberg, abgeändert 
nach Winterstein 456. 
einfache Anord- 

nung 454. 
— — — vollständigeres 
Modell 457. 
Mikrotonometer 705. 

Milch als Nährboden 1216. 
Milchgewinnung für Stofi- 
wechselversuche beim 

Säugling 1026. 
Milchpumpe 1026. 
Milchsäure, Bildung bei der 

Autolyse 439. 
Milehsäurebakterien 1322. 
Milchsäurebakterienzymase 

398. 
Milchsäuredarstellung 

Jerusalem 440. 


nach 


Milchsaft, oxydasehaltiger 52. 

Millons Reagens 1250. 

Milz, Stoffwechseluntersu- 
ehungen an überlebender 


362. 


Mineralische Nährlösung 
1220. 

Mingin, Nachweis im Harn 
874. 


— Verbindungen 883. 
Mistdekokt 1217. 
Molekularvolumen, Einfluß 
auf die Dialyse 178. 
Molkennährboden 1216. 
Monobutyrin 220. 


Monobutyrinspaltung durch 
Blutserum 402. 
Mononatriumphosphat, Ent- 


eiweißung mit Hilfe von 


Monotropa 53. 

Mühle für trockene Magen- 
Darminhalte und Fäzes 
der Pflanzenfresser 269. 

Muskarin 210. 

Muskel (Gaswechsel) 448. 

Muskelfleischh, Zusammen- 
setzung 1115. 

Muskeln, überlebende 374f. 

— Darstellung des Kreati- | 
nins aus M. nach Weber | 
791, nach Mellanby 792. 

Mazin, Darstellung und Ge- 
winnung im Speichel 258. 

— echtes, im Harn 809. 

— „sogenanntes“, im Harn 


809. 


N. 


Nachweis von peroxydartigen 
Verbindungen in den Fer- 
menten 43, im ÖOrganis- 
mus 44, von Katalase in 
lebenden Objekten 65. 

Nähragar 1222. 

Nährboden für Azotobacter | 
chrooeoceum 1224. 

— für Harnstoffbakterien 
1224. 

— für Knöllchenbakterien 
1224. 

— für Nitratbakterien 1226. 

— für Nitritbildner 1225. 
für Purpurbakterien 1226. 

Nährbouillon 1217. 

Nährgelatine 1220. 

Nährlösung für die Zellulose- 
vergärer 1226. 

— für N-bindende Bakterien 
1224. 


Register. 


Nährlösung für nitrifizierende | 


Bakterien 1224. 
— f.Schwefelbakterien 1319. 
- zum Nukleasenachweis in 
Bakterien 423. 
Nährstofibedarf für erwach- 
sene Wiederkäuer 1056. 
Nährstoffminimum für Hühner 


1062. 

Nährsubstrate für Bakterien 
1212. 

Nahrung, Auswahl der bei 


Stoflwechseluntersuchun- 
gen 996. Untersuchung 
der 1135. 
Nahrungseiweiß, Zusammen- 
setzung 1115. 
Nahrungsmittel, Analyse der, 
zu _Stoff'wechseluntersu- 
chungen 997. 
Nahrungszufuhr bei Hunden 
1040. 
Naphtalin 975. 
Naphtalinsulfamid, $-, 813. 
Naphtalinsulfo-a-prolin, $-, 
814. 
Naphtalinsulfochloridmethode 
von Fischer-Bergell 
Isolierung der Amino- 
säuren aus dem Harn 812. 
Naphtalinsulfo-d-alanin, £, 
814. 


Naphtalinsulfoglyein, %, 814. | 


Naphtalinsulfo-l-leuein, ß-, 
814. 

Naphtalinsulfo-l-serin, 5-, 814. 

Naphtalinsulfotyrosin, di-ß-, 
814. 

Naphtoesäure 961. 

Naphtol 974. 

Naphtolglykuronsäure 974. 

Naphtoresorein 951. 

Narkose 1281. 

— bei den Verdauungsver- 
suchen in vitro 129. 

Natriumsulfat 132, 237. 


Natriumthiosulfat (O,-Ana- 
lyse) 628. 

Nebennieren 119. 

Nerol 981. 

Nesslersches Reagens 765, 
1316. 

Nettozufuhr, Berechnung 
1121. 


Neutralfette (Feststellung 
nach Kumagawa und Suto 
der Menge der) 223. 

Neutralfettspaltung im Tier- 
körper 404. 

Nichteiweiß, Bestimmung in 
Fäzes der Pflanzenfresser 


264. 


zur | 
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Niere (Gaswechsel) 449. 

— (Stoffwechseluntersuchun- 
gen an überlebender) 362, 
3691. 

- Vorbereitung zur Durch- 
spülung 323. 

Nitratbakterien 1226. 

Nitrifikationsbakterien 1224, 
1315. 

Nitritbakterien 1225. 

Nitrite im Seewasser 
stimmung) 1096. 

— im Speichel 262. 

Nitritnachweis 1265. 

Nitrobenzoesäure 962, 964. 

Nitrobenzylalkohol 970. 


(Be- 


' Nitrohippursäure 963. 


Nitrophenol 989. 

Nitrotoluol 962, 964, 969. 

Niveaurohr 575. 

Novain, Eigenschaften, Ver- 
bindungen ete. 881, 882. 

Nuklease 206, 213, 253, 302, 
313,.530. 

— allgemeiner Nachweis421. 

— des Darmes 421. 

— Darstellung 424. 

— Definition 420. 

— Eigenschaften 424. 

— in Hefepreßsaft 422 

— intracellulär 421. 

— in Lupinenkeimlingen 
424. 

— Nachweis der Nuklein- 
säurespaltung 422. 

— in Organen 422, 424. 

— in Pilzen und Bakterien 
423, 424. 

— Trockenpräparat 424. 

Nukleinbasen 254. 

Nukleine 253. 

— Verhalten bei der Auto- 
lyse 433. 

Nukleinnachweis 1250. 

Nukleinsäure, Wiedergewin- 
nung aus Fermentver- 
suchen 422, 423. 

Nukleinstoffwechselversuche 
1011. 

Nukleohiston 363. 

Nukleoproteide 303, 308, 310, 
3ll, 313, 315. 

Nutzbarmachung der Energie 
1122. 

Nutzwert des Eiweißes 1129. 


Oo. 


Oetopoden ef. Cephalopoden. 

Ölemulsion, Darstellung einer 
220. 

Ölluftpampe 507. 
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Operationshalter 1271. 

Operationsprinzipien 883 —84. 

Operationsraum 75. 

Operationstechnik 79. 

Operationstisch (heizbarer) 
129. 

Optische Methoden 32. 
Optisches Drehungsvermögen 
der Polypeptide 251. 

Orein 950. 

Organe (Stofiwechseluntersu- 
chungen an iberlebenden) 
358 ff. 

Organextrakte 302. 

— indifferente 303. 

— durch Aufschließung 305. 


— Isolierung des Harnstofts | 


Ina: 
Organplasma 301, 303. 
Örganpresse von H.H. Meyer 
301. 
Ornithursäure 968. 
Orthophtalsäure 953. 
Osmotischer Druck von Ge- 
weben 542. 
— — von Zellen 538. 


Oxalsäurein Harnsteinen 903. ! 


Oxyacridon 991. 


Oxybenzoesäuren 957, 965, | 


931. 
Oxybuttersäure, 1-8-, Nach- 
weis 925—927. 
— Bestimmung 928—937. 
— Isolierung 937—939. 
Oxycarbonil 987. 
Oxychinolin 954. 
Oxydase des Speichels 259. 
Oxydasen 52. 
Oxydationsfermente 42. 
Oxydationskraft der Lakkase 
54. 
— der Tyrosinase 62. 
Oxygenasen 42. 
Oxymandelsäure 837. 
Öxyphenacetursäure 969. 
Oxyphenetol 973. 
Oxyphenylkarbaminsäure 
987. 
Oxyphenylessigsäure, p-, 837. 
Oxyphenylpropionsäure, p-, 
837. 
Oxyproteinsäure 819. 
Oxyproteinsäuren, Bestim- 
mung im Harn nach Gins- 
berg 822. 
Oxysäuren 944, 969. 


P. 


Palladium (H-Analyse) 655. 
Palladiumehlorür 952. 


| Pankreassaft, 


\ Pentosane, 


Register. 


Pankreas (Gaswechsel) 449. 
— Unterbindung der Aus- 
führungsgänge 146. 

Pankreasamylase 210. 
Pankreaslipase 211, 255. 
Pankreasnuklease 213. 
Aktivierung 
209. 

Fermente 210. 


210. 

— inaktivem 206. 
Verfahren zum Vermeiden 
seines Zuflusses im oberen 
Dünndarme 146. 


Pankreatische Fermente 9. 
Papain 215, 216. 
— (Merck), Wirkung auf 


Hühnereiweiß und Ham- 
melserum 417. 
Papayotin 22, 215, 216, 417. 


— Wirkung auf Polypeptide | 


418. 
Papiltentransplantation 89. 
Parachymosin 199. 
Paraxanthin im Urin 892. 
Paraxin 955. 

Parotis (Gaswechsel) 448. 

Parthenogenese, künstliche 
ihr hie 

Pathoamine 863. 

Pektinnachweis 1249. 

Pelisotröhre 953. 


Penieillium glaueum, Wachs- 


tum in Hydroperoxyd 65. 
Pentamethylendiamin, Nach- 
weis im Harn (Verfahren 
von Baumann und Udrän- 
sky) 867, 868; (Verfahren 
von Loewy und Neuberg) 
868, 869. 
Bestimmung in 
Fäzes und Magendarmin- 
halt der Pflanzenfresser 
273. 


ı Pentosen 951. 
| Pepsin 8, 10, 17, 28, 32. 


— Darstellung nach Pekel- 
haring aus dem Magen- 
safte des Hundes 19, 
aus Schweinsmagen- 
schleimhaut 194. 


| — — nach Schrumpf 196. 


Pepsinerepsinverdauung 214. 
Pepsinglyzerin 1250. 


ı Pepsinpankreatinglyzerin 


1250. 
Pepsintrypsinerepsinverdau- 

ung 214. 
Pepsintrypsinverdauung 214. 
Peptisches Enzym aus Ger- 

stenkörnern 416. 


-Gewinnung von aktivem | 


Peptoide 235. 
Peptolyse und ÖOxydations- 
fermente 62. 
| Peptolytische Fermente 251. 
— — im keimenden Samen 
416. 
Pepton „Roche“ 20. 
Peptone, Fällung mittelst 
Phosphorwolframsäure 
233. 
Fällung mittelst Pikrin- 
säure 236. 
Entstehung bei Papayotin- 
verdauung 417. 
Pergamentmembran, Dichtig- 
keit 166, 

Permeabilität der Collodium- 
säcke 175. 
— der Schilf- 

säcke 176. 
| — von Zellen 544. 
| Peroxydartige Verbindungen 
| im Organismus 43. 


und Zellulose- 


Peroxydase 42, 45, 514. 
Peroxyddiastase 45. 
Peroxydierte Reagenzien 48. 
Peroxydtheorie 42, 
Pestbakterium 1309. 
Pestkätig 1277. 
Petroleumregulator 164. 
Pettenkofer, CO,-Analyse611. 
Pettenkofersche Röhren 480. 
Petterson, Prinzip der gasana- 
lytischen Methoden 584. 
— (CO,-Analyse 602, 616. 
Pferdebohnen, proteolytische 
Fermente in 412. 
Pflanzenfermente, proteolyti- 
sche 412. 
Pflanzenfresser, Magendarm- 
inhalt, Analyse 270. 
— Asche 266. 
— Enteiweißung 267. 
— Konservierung 268. 
— Trennung der unlös- 
lichen von den gelösten 
Bestandteilen 266. 
— Trockensubstanz 264. 
— Trocknen 268. 
— Zerkleinern 268. 
Untersuchungen, ‘des Ma- 
gendarminhaltes und der 
Fäzes der 263. 
Pflaumenabkochung 1219. 
Pförtner, Unterbindung 130. 
— Verschließung vom Duo- 
denum her 133. ’ 
| — — vom Magen her 131. 
Pförtnerteil des Magens 126, 
128. 
Phellandren 980. 
| Phenantren 984. 


Phenantrolglykuronsäure 985. 
Phenetidin 990. 

Phenetol 972. 

Phenol 941, 946, 952. 955. 
— Eigenschaften 823. 

— Nachweis 825. 

— Isolierung 824. 


— Trennung von Kresol 824. | 


— Bestimmung nach Kossler 
und Penny 825. 

Phenole im Harn 823. 

Phenolphtalein-Formolmi- 
schungnach Sörensen 227. 

Phenolschwefelsäuren, Dar- 
stellung aus Harn 825. 

Phenylessigsäure 965. 

Phenylpropionsäure 964, 
966 


Phenylschwefelsäure 955, 
956 


Philothion 304. 
Phosphatgemisch 1345. 
Phosphorpipette 627. 
Phosphorsäure, bei der Ver- 
dauungder Nukleoproteide 
abgespaltene 253. 
— in Harnsteinen 904. 
Phosphorwolframsäure 235. 
— fällende Wirkung der 782, 
812. 
Photodynamische 
1172. 
Photogene Bakterien 1319. 
Physikalisch-chemische Me- 
thoden bei der Prüfung der 
Autolyse 436. 
— Verfahren zur Untersu- 


Arbeiten 


chung des Abbaues der | 


Proteine 251. 
Physostigmin 210. 
Phytohämatine 513. 

Pieolin 960. 

Pigmente der Pflanzen 514. 
Pilokarpin 210. 
Pilztyrosinase 58. 
Piperonal 960. 
Piperonylsäure 960. 
Piperonylursäure 960. 
Pipette, automatische, 

Maximow 482. 
Plasmolyse 541. 
Plasteine 249. 
Platindrahtpinsel 1229. 
Platiniridiumnadel 1229. 
Platinnadel 1229. 
Platinöse 1229. 
Plattengußapparat 1231. 
Pnein 468. 

— Darstellung 469. 

— Eigenschaften 469. 

— Vorhandensein in den ver- 
schiedenen Geweben 468. 


von | 
| — Organfermente 407. 


Register. 


Polarisation 32. 

Polyfistelmethode 84. 

Polvnose, Parthenogenese 
1183. 

Polypeptide 21, 251. 

— Drehungsschemata 33. 

— Spaltung durch Papayotin 
418. 


Polysaceharosehefen 1260. 


Posten des Stoffwechsels 
1118. 

Präzipitine 1185. 

Presse 5. 


Preßsäfte von Organen 300. 

Preßsaft 1252. 

Probenahme der Fäzes von 
Wiederkäuern für die Ana- 
lyse 1057. 

— der Futterstoffe für Wie- 
derkäuer zwecks Analyse 
1056. 

— von Gas 569. 

Prochromogene der Pflanzen 
515. 

Prochymosin 199. 


‘ Prolin 228. 


Propepsin 199. 

Prosekretin 419. 

Proteasenbestimmung 1256. 

— nach Schouten 1257. 

Proteine (Abnahme der Ge- 
nuinität) 227. 

— Gerinnbarkeit 227. 

— Isolierung der Abbau- 
produkte der 227. 

Proteinsäuren im Blut, Be- 
stimmungnach Browinski 
822. 

Proteolyse, Messung mittelst 
der Formoltitrierung nach 
Sörensen 227. 

Proteolytische Enzyme 1254. 

— Fermente, Prüfung auf 
E. P.nach Müller - Joch- 
mann 411. 

quantitative Unter- 

suchung mit Fermis Ge- 

latinemethode 408. 


— — Prüfung mit Hilfe von 


Polypeptiden nach Abder- | 


halden 412. 

— Pflanzenfermente 412. 

— — Wirkung auf Eiweiß- 
körper anderer Pflanzen 
413. 

— — aus Leukozyten, Iso- 
lierung nach Jochmann 
und Lockemann 411. 


— Leberferment, Isolierung | 
' — in Keimlingen 427. 


nach Hata 410. 
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Proteosen, Bestimmung der 
in einem Verdauungsge- 
mische vorhandenen Men- 
ge nach Baumann und 
Börner 230, nach Haslam 
237. 

— Bestimmung der Stick- 
stoffverteilung zwischen 
den verschiedenen Grup- 
pen von 231. 

— Darstellung 
Adler 244. 

-— Darstellung nach Haslam 
243. 

— Darstellung nach E. P. 
Pick 239, 245. 

— Eigenschaften 246. 

— Fällung mittelst 
säure 238. 

Proteosenfraktion A 232,240. 

— B 232, 242. 

- 0 233, 243. 

Protoalbumose. «-, Darstel- 
lung nach Haslam 243. 
. Darstellung nach Has- 
lam 244. 


nach Rud. 


Gerb- 


— Darstellung nach Rud. 
Adler 244. 

— Darstellung nach E. P. 
Pick 240. 


— Eigenschaften 246. 

Psalliota campestris 52, 97. 

Pseudoglobulin 233. 

Pseudomonas aeruginosa 
1299. 

Pseudopepsin des Duodenal- 
saftes 203. 

— des Magensaftes 193,196. 

Ptyalin 258. 

Pukallfilter 1209. 

Purinbasen des Urins, Iden- 
tifizierung 890. 

— Nachweis in den Ver- 
dauungsprodukten derNu- 
kleoproteine 254. 

Purinbasenbestimmung 

Urin nach Krüger 

Schmid 885. 

in den Fäzes 893. 


im 
und 


| — in Organen 897. 


— nach Camerer und Arn- 
stein 888. 

Purinbasenidentifizierung in 
den Fäzes 894. 

Purindesamidase in Bakte- 
rien 427. 

— Darstellung 426. 


' — Definition 420. 


— Eigenschaften 428. 


' — Isolierung 427. 


— Nachweis 424. 


Purindesamidase, Trocken- 
pulver 427. 
Purinoxydase 304, 313. 
Purpurbakterien 1226, 1319. 
Purpurogallinbestimmung 55. 
Pyknometer 509. 
Pylorusfistel 90. 
Pylorussackmagen 107. 
Pylorusteil des Magens 126. 
128. 
Pylorusverschluß mittelst 
Kautschukblase 133. 
Pyramidon 992. 
Pyridinkarbonsäure 961. 
Pyridinursäure 961. 
Pyrogallol als Reagens auf 
Peroxydase 51. 
Pyrogallussäure 599, 624. 


Q. 


(uantitative Bestimmung des 


] 


diastatischen Fermentes 


nach Wohlgemuth 386. 
Quarzglasquecksilberlampe 
1173. 
Quecksilberdestillation 560. 
(uecksilberreinigung 560. 
Quecksilberthermoregulator 
153. 
Quecksilberwanne 563. 
(Juotient, Thermal-, 1127, 
respiratorischer 1127. 


R. 


Rattenzange 1273. 
Reaktion des Speichels 258. 


Reduktionstabellen (Gasana- 
lyse) 588. 
Reduktonovain, Eigenschaf- 


ten, Verbindungen 882. 
— Nachweis im Harn 874, 
875. 
Refraktion 246. 


Reihen, geometrische 30, 
31. 

Reinigung der Malzdiastase 
387, 389. 

— von Glas (Gasanalyse) 
556. 


Reinprotein, Bestimmung in 
Fäzes 264. 

Reinzucht von einerZelle1233, 
1237. 

Reize (künstliche) und über- 
lebende Organe 360. 

Rekordspritze 1280. 

Resorptionshund 93. 


Register. 


Resorptionsversuche 1002. 

Respirationsapparate 1143 #f., 
Typus Regnault und 
Reiset 1143, Pettenkofer 
und Voit 1143, Zuntz 
1143, für  Wassertiere 
1082 #., für Säuglinge 
1028, 1036. 

Respiratorischer Gaswechsel 
der Wassertiere 1065 f#. 
— . Quotient 1127. 

Rhizopus nigricans 69. 

Rhodanide, Nachweis im Spei- 
chel 259, quantitative Be- 
stimmung 260. 

Rhodanwasserstoff, Nachweis 
im Harn nach- Munk 802, 
nach Bruylants 802, nach 
Lang 802; Bestimmung 
im Harn nach Edinger 
und Clemens 802. 

Rindfleisch ‚Zusammensetzung 
1115. 

Ringersche Lösung zur Durch- 
spülung 326. 

Rizin 18. 


| Rizinuslipase 23. 


— Aktivierung durch Man- 
gansalze 406. 

— — dureh Säuren 406. 

— Haltbarkeit der 406. 

— Isolierung nach Hoyer 


405. 


| Rizinusöl 122, 220. 


Rizinussamen, fettspaltendes 
Ferment im 405. 

Röhren (Ableitungs-, Gummi-) 
81, -Speichel 82. 


| Roborat, Spaltung durch pro- 


teolytische Pflanzenfer- 
mente 414. 
Rohfaserbestimmungen 273. 
Rohprotein, Bestimmung in 
Fäzes 264. 
Rohtyrosinase 58. 
Rose bengale 1177. 
Roselsche Fermentisolierung 
409. 
Rosinenabkochung 1219. 
Rosolsäure 1249, 1267. 
Rubazonsäure 993. 
Ruhestrom 551. 
Russulaarten, Rohmaterial zu 
Oxydationsfermenten 43, 
52,.98,, Diana: 
Rutheniumrot 1249. 


S. 


Sabinol 942, 981. 
Saccharosehefen 1260. 


Säftegemisch, Galle und Pan- 
kreassaft 90. 
Säugetierherz, iberlebend er- 


halten nach Langendorff 


333, nach Gottlieb-Mag- 
nus 336, nach Brodie- 
Cullis 337. 

Säure von Häri 823. 

Säurenachweis bei Bakterien 
1265. 

Säuretitration 1267. 

Safranin 1249. 

Safrol 960. 

Salieylamid 987. 

Salieylamylesterspaltung 
durch tierische Gewebe 
403. 

Salieylsäure 959, 975. 

Salieylsulfosäure, Fällung von 
Eiweiß 804. 

Salieylursäure 959, 975. 

Salze, Nachweis im Speichel 
259. 

Salzstoft'wechsel 1013. 

Santalol 980. 

Santonin 122. 

Saponin, zur Erzeugung von 
Membranen 1181. 

Sauerstoff, absorbierter, von 
den Pflanzen 488, 
490. 

— Bestimmung im Wasser 
nach Winkler 1065, nach 
Schützenberger 1068. 

Sauerstoffindikator 1241. 

Sauerstoffverbrauch überle- 
bender Organe 327. 

Sauerstoffzehrung im See- 
wasser 1099. 

Schema des Stoffwechsels 
1116. 
Schilddrüse, 
118. 

Schilfschläuche 175, 306. 

— Sterilisierung 176. 

— Permeabilität 176. 

Schimmelpilz 1325. 

Schleim 232. 

Schlundsonde 123. 

— Einführung des Futters 
mittelst 1054. 

Schneidemaschine von Kossel 
287. 

Schüttelapparat von Battelli 
und Stern 460. 

Schüttelkultur 1263. 

Schütteln, Wirkung auf Fer- 
mente 13. 

Schwarzbrot, Färbung durch 
Oxydationsfermente 57. 

Schwefel, neutraler, im Harn 


799. 


Exstirpation 


Schwefel, Bestimmung nach 
Salkowski 800, nach 
Hess 800. 

Schwefelbakterien 1318. 

Schwefelverbindungen, Be- 
stimmung im Harn 794. 

Schwefelwasserstoft 1263. 

— Entstehung bei der Au- 
tolyse 440. 

— Nachweis und Bestim- 
mung im Harn 803. 
Schwein, Operationen beim 

122, 128. 

Schweiß, Analyse 1001. 

— Sammeln des S. bei Stofl- 
wechseluntersuchungen 
1000. 

SchweitzerschesReagens1248. 

Seeigelei, künstliche Parthe- 
nogenese 1079. 

Seesternei, Parthenogenese 
1182. 

Seetiere, Stoffwechselversuche 

an 1064 ff. 

Erfahrungen beim Arbei- 

ten mit 1101. 

Fesselung bei operativen 

Eingriffen 1101. 

Sammlung von Exkreten 

und Sekreten 1105. 

Ersatzflüssigkeiten 

Blut 1107. 

Ausscheidungsprodukte 

(Bestimmung) 1092. 

Seewasser, Absorptionskoeffi- 

zienten für Gase 1109. 

Alkalinität 1109. 

Chemische Zusammen- 

setzung 1108. 

Elektrische Leitfähigkeit 

1112. 

Gasgehalt cf. Sauerstoff 

und Kohlensäure, 

Gefrierpunkt 1111. 

Kohlenstofigehalt (Bestim- 

mung) 1093. 

künstliches 1112. 

Reaktion 1110. 

spezifisches Gewicht 1111. 

— Temperatur 1112. 

Seifen, Bestimmung neben 
Fettsäuren in Verdauungs- 
produkten nach Pflüger 
225. 

— Gleichzeitige quantitative 
Bestimmung mit den Fett- 
säuren in einem Ver- 
dauungsgemische 221. 

Sekretin 205, 207, 208, 418. 

— Darstellung aus der Dünn- 
darmschleimhaut 418. 

— Eigenschaften 418, 419. 


für 


Register. 


Sekretin, Prüfung auf Wirk- 
samkeit 418. 

Sektion 1293. 

Selbstregulierende Kalorime- 
ter für konstante Tempe- 
ratur 1159. 

Selen 954. 

- zur  Hämoglobinbestim- 

mung 741. 

Senföl 199. 

Sensibilisierende Stotte 


1171. 


| Sensibilität der Reaktionen 


der Oxydationsfermente 
48, 61. 

Serum, gekochtes, Verdauung 
des S. durch Pflanzenfer- 
mente 414. 

Serumalbumin (kristallisier- 
tes) 232, 233. 

Serumgewinnung 1188. 

Serumglobulin 233. 

Serumplatte nach Löffler, zur 
Prüfung auf proteolytische 
Fermente 411. 

Serumplatten 20. 

Sicherheitsbrenner nach Koch 
151. 

Skatol 837. 

— Eigenschaften und Nach- 
weis 838. 

— Reaktion auf (Nachtrag) 
1348. 

Skelettmuskeln, Stofi'wechsel- 
untersuchungen an isolier- 
ten 362, 378. 

Solerasche Reaktion 259. 

Speichel 257. 

— Fermente 190. 

— Gewinnung nach Glinnski 
190. 

Speichelgase 262. 

Speichelgewinnung 97. 

Speichelfistel 96. 

Speichelsteine 262. 

Spektrophotometer 736. 

Spektrophotometrische Be- 
stimmung des Rhodans im 
Speichel 261. 

— Messung der Zunahme der 
Biuretreaktion 252. 


Spezifisches Gewicht des 
Blutes 742. 
Spiralthermoregulator nach 


Lautenschläger 153. 
Spirillen 1324. 

Stärke, Bestimmung 270. 
— quantitative Bestimmung 
der unzersetzten 217. 

Steapsin 10. 
Stempelspritzen 1280. 
Sterigmatoeystis nigra 65. 
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| Sterilisation dureh Filtration 


1209. 
— von Blutserum 1205. 
- von Gasen 1211. 
von  Metallgegenständen 
1206. 
Sterilisierapparat für Blut- 
seram nach Heim 1215. 


| Sterilisierung der Collodium- 


säcke 174. 
— der Schilf- und Zellulose- 
säcke 176. 

Stickstoff (Darstellung) 505. 

— peptidgebundener im 
Harn, quantitative Be- 
stimmung (Nachtrag) 
1348. 

— Verteilung im Harn nach 
Pfaundler 846, nach 
Krüger-Schmid 847. 

Stiekstoffabsorption im Blut 
670. 

Stickstoffbestimmung in Ma- 
gendarminhalt und Fäzes 
der Pflanzenfresser 264, 
267, 270. 

Kjeldahl 230, 231, 

233, 234, 235, 236, 

‚238, 239. 

Stickstoffbindende Bakterien 
1224. 

Stiekstoftgleiehgewieht 1040. 

Stickstoflhaltige, nicht dia- 
lysable Körper im Harn: 
Untersuchung nach Hof- 
meister 849, nach Abder- 
halden und Pregl 850, 
nach Salkowski 850. 

Stiekstoffquellen 1221. 

Stickstoffretention, vorüber- 
gehende 1043. 

Stickstoffverteilung zwischen 
den verschiedenen Grup- 
pen von Proteosen und 
anderen Spaltprodukten 
der Proteine 230. 

Stoffumsatz 1114 ff. 

Stoffverbrauch der Tiere 1040. 

Stoffwechsel der Meerestiere 
1064 ft. 

— Schema des 1116. 

— Posten des 1118. 

Stoffwechselprodukte, Nach- 
weis und Bestimmung im 
Harn undin den Fäzes 765. 

— der Wassertiere, Aufsamm- 
lung 1105. 

— — — Bestimmung 109. 

— stiekstoffhaltige, Bestim- 
mung in den Fäzes 265. 

Stoffwechseluntersuchung am 
Säugling 1016. 
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Stoffwechseluntersuchungen 
an überlebenden Organen 
sk. 

— an erwachsenen 
duen 994. 

— beim Menschen 994. 

Stoffwechselversuche an Hun- 
den 1040. 

— — — Ausführung der- 
selben 1043. 

— an Vögeln 1058. 

— an Wiederkäuern 1054. 

— Dauer der bei Wieder- 
käuern 1057. 

— Einteilung der in Perioden 
1001. 

Strahlenfilter, Ferrosulfatlö- 
sung 1172, Kupfersulfat- 
lösung 1173, Wasser 
1472: 

Strahlenpilz 1325. 

Strahlungskalorimeter 1164. 

Stromgeschwindigkeit, Mes- 
sung (bei künstlicher 
Durehspülung) 354. 

Suberites domuneula 58. 


Indivi- 


Submaxillaris (Gaswechsel ) 
449. 
Substanzverlust ohne Ver- 


brennung 1117. 
Sudan 1252. 

Sulfate, organische, Bestim- 
mung nach Folin 799. 
Sulfoeyanate, Nachweis im 

Speichel 259. 
Synalbumose 242, 
Syringasäure 974. 
Syringin 973. 


T. 


Tätigkeit der Organe und 
Gaswechsel 447. 

Talk 232. 

Tanninfällung zur Eiweißent- 
fernung bei der Pagayo- 
tinverdauung 417. 

— zur Prüfung der Auto- 
lyse 435. 

Teilungskoeffizient 548. 

Tellur 954. 

Temperatur 37. 

— und überlebende Organe 
360 f. 

Tenaxapparat 630. 

Terpineol 982. 

Tetrabromfluoreszein—Na- 
trium 1177. 

Tetrachlortetrajodfluoreszein 
are 


Register. 


Fetramethylendiamin, Nach- 
weis im- Harn (Verfah- 
ren von Baumann und 
Udränsky)867, 868; (Ver- 
fahren von Loewy und 
Neuberg) 868, 869. 

Tetramethylpyrrolinkarbon- 
säureamid 941. 

Thalassema, Parthenogenese 
1183. 

Theobrominbestimmung im 
Urin 892. 

Thermalquotienten 1127. 

Thermobarometerprinzip 575, 
581. 

Thermo-elektrische Strah- 
lungskalorimeter 1169. 
Thermoregulator nach Chan- 

cel 158. 

— nach 0. Dony-H£nault 162. 

— nach Foa 164. 

— nach Lautenschläger 156. 

— nach Lothar-Meyer 153. 

— nach Maury 159. 

— nach Ostwald 163. 

— nach Reichert 153. 

— nach Roux 153. 

nach Soxhlet 153. 

Thermoregulatoren , 
sche 152. 


elektri- 


| Thermostat 129, 161. 


Thioalbumose 241. 
Thioeyanate, Nachweis im 
Speichel 259. 
Thioharnstoff 954. 
Thioschwefelsäure im Harn, 
Nachweis und Bestim- 
mung nach Salkowski 801, 
nach Presch 801. 
Thirysche Darmifistel 
200, 201, 202. 


143, 


| Thujon 978. 


Thujonhydratglykuronsäure 
978. 
Thymol 14, 923. 


| Thymolgelatineplatten 1255. 


Thymolphtalein-Formoltitrie- 
rung nach Sörensen 228. 


| Thymotinpiperidid 953. 


Tierische Membranen (Dialy- 
siervermögen der) 178. 
— Tyrosinase 58. 
Tierthermometer 1275. 
Tierwage 1274. 
Tierzucht 1269. 
Tissots Apparat für 
wechsel 453. 


Gas- 


‘ Titrationsalkaleszenz 1339. 
‚ Trichloräthyliden-acetophe- 


non 955. 
Trigonellin, Nachweis im 


Harn 866, 867, 872. 


Trimethylamin, Nachweis im 
Harn (Methode von Fi- 
lippo de Filippi) 877, 
878, 879. 

Trimethylkarbinol 971, 972. 

Toluol 14, 944, 962. 

— als Antiseptikum 190. 

Toluolregulator 162. 

Tonometer (Blutgase) 703. 

Tourenzähler für Tretbahnen 
1051. 

Tourniquet 573. 

Toxine, Einfluß sensibilisie- 
render,  fluoreszierender 
Stoffe auf 1171. 

Trennung von Harn und 
Fäzes bei Hühnern 1059. 

Tretbahn für Hunde nach 
C. Lehmann 1050. 

Tribromphenol 941. 

Trichloraethylalkohol 971. 

Trichloressigsäure, Fällung 
von Eiweiß 804. 

— zur Eiweißfällung bei der 
Papainverdauung 418. 
Trichterröhrehen von Ham- 

burger 540. 

Trimethylamidobenzoesäure 
990. 

Trimethylphenolammonium 
989. 

Trockensubstanz, Blut 743. 
— Bestimmung in Fäzes und 
Magendarminhalt der 

Pflanzenfresser 264, 267. 

Trocknen von Glasröhren 
556. 

— von Magendarminhalten 
und Fäzes der Pflanzen- 
fresser 268. 

— von Organen 289. 

Trocknung der Säuglingsfäzes 
1024. 

Tröpfehenkultur 1235. 

Trommsdorfs Reagens 1316. 

Trypsin 9, 19, 211, 253. 

— Darstellung nach Kühne 
211, nach Martin Jacoby 
212, nach Mays 212, nach 
Schwarzschild 212. 

— zerstört Sekretin 419. 

Tryptase aus Gerste 416. 

Tryptophan als Spaltungspro- 
dukt bei der Wirkung von 
Pflanzenfermenten 416. 

— Isolierung nach Hopkins 
und Cole 246. 

— quantitative Bestimmung 
nach Levene und Rouillier 
248. - 

Turgeszenz 541. 

Tyrosin 228, 247, 942. 


a er 


Tyrosin aus Konglutin durch 
Einwirkung von Pflanzen- 
fermenten 415. 

— im Harn 810. 

— in Harnsteinen 905. 

Tyrosinase 57, 59, 60. 

Tyrosinaseaufbau 63. 

Tyrosinhaltige 
Verhalten 
sinase 61. 


gegen Tyro- 


U. 


Übergußplatten 1265. 

Überimpfung von Mikroben 
1229. 

Überleben der Organe (Dauer) 
321, 325#. 

Überlebung isolierter Organe 
358 tt. 

Umsatz im Körper 1125 ff. 

Unterbindung der Ausfüh- 
rungsgänge des Pankreas 
146. 

Uramidoantipyrin 993. 

Uramidobenzoesäure 961. 

Uranylacetat zur Fermentiso- 
lierung 409. 

Urikase 64, 304, 305, 309, 
ei: 312, 313, 317, 318. 

— in den Tiergeweben 473. 

— und Gaswechsel 474. 

— Darstellung 431. 

— — Definition 420. 

— — Eigenschaften 432. 

— — Nachweis 430. 

— — Vorkommen in Orga- 
nen 430. 

Urobilin 853. 

— Darstellung aus dem Harn 
nach Jatff& 853, nach Mehu 
und Fr. Müller 854, nach 
Garrod und Hopkins 854, 
nach Hoppe-Seyler 856, 
nach Charnas 856. 

— Entstehung bei der Auto- 
lyse 434. 

— Nachweis 855. 

Urobilinogen 856. 

Uroehloralsäure 971. 

Urochrom 857. 

— Darstellung nach Garrod 
857, nach Hohlweg 858. 

—- Isolierung nach Dom- 
browski 858. 

— Schätzung der Menge nach 
Klemperer 859. 

Uroerythrin (Purpurin) 860. 

Uroferrinsäure, Darstellung 
nach Thiele 823. 

Uronitrotoluolsäure 970. 


Abderhalden, Handbuch der biochemischen Arbeitsmethoden. III. 


Polypeptide, 


Register. 


Uroprotsäure 822. 

Urorosein 859. 

— Isolierung nach Staal 859. 
— Nachweis 860. 

— Darstellung 860. 
Urostealitze 903, 905. 
Uterus- (Gebärmutter) Vorbe- 


reitung zur Durchspülung | 


325. 


V. 


' Vacuum (Darstellung) 507. 


Vanillinglykuronsäure 974. 
Vanillinsäure 957. 


‘ Vasokonstriktine 326. 


Vellasche Darmfistel 143, 200, 
201, 202. 

Vena cava 114. 

— portae 114. 


| Venenblut, Farbstoff 711. 


— Blutkörperzahl 711. 
Verbrennung im Körper 
1126 fi. 
Verbrennungsprodukte 
Stoffwechsels 1122. 
Verbrennungswerte, physiolo- 
gische 1115. 
Venenblutgase (Analyse) 667. 
Verdauungskoeffizienten, Be- 
stimmung der 1041. 
Verdauungssäfte, Gewinnung 
189. 
Verdauungsversuche beim in- 
takten Tiere 123. 
— in vivo 122. 
Verfärbung der Pilze 52. 
Verseifung nach Kumagawa 
und Suto 223. 
Versuchsanordnung bei Stofi- 
wechselversuchen 1135. 
Viburnum Lantana 53. 
Vieia Faba (chromogen) 63, 57. 
Vierweghahn 559. 
Viskosimetrische Untersu- 
chung der Verdauungspro- 
dukte der Proteine 252. 
Viskosität (Blut) 743#f. 
— des Speichels 258. 
Vitiatin, Nachweis im Harn 
875. 
— Verbindungen 882, 883. 
Volutin 1251. 


des 


Ww. 


Wägung der Versuchstiere 
1053. 

Wasser, steril 1228. 

— (0O,-Bestimmung 619. 
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Wasser, O,-Bestimmung 629. 

Wasserentnahmegefäß 1326. 

Wasserkalorimeter, selbst- 
regulierende 1161. 

Wassermannsche Reaktion 
1197. 

Wasserplatten 1328. 

Wasserstoff, Darstellung 504. 

— Reinigung 1244. 

Wasserstoffanalyse 654. 
in der Exspirationsluft 
649. 

Wasserstoffgärung 1321. 

— der Zellulose 1226. 

Wasserstoffionenkonzentra- 
tionen 1339. 

Wasserstoftstoffwechsel 1014. 

Wassertiere, Respirationsap- 
parate nach Vernon 1082, 
nach Joylet, Regnard 
1084, nach Bounhiol 1084, 
nach Zuntz 1087, nach 
Pütter 1090. 

Wattetilter 1211. 


| Weizenglutin 416. 


Weizenkleie und Tyrosinase 
52. 

Weizensamen, peptolytische 
Fermente in 416. 

Welckers Methode (Blutmen- 
ge) 748. 

Wicken, proteolytische Fer- 
mente in 412. 

Winkler-Methode (0, im Was- 
ser) 634. 

Wittepepton 210. 


X. 


Xanthin, Gewinnung im Fer- 
mentversuch 425. 

— im Urin 891. 

— in den Fäzes 896. 

Xanthinoxydase, Darstellung 
429. 

— Definition 420. 

— Eigenschaften 429. 

— Nachweis 428. 

— Vorkommen in Ürganen 
429. 

Xanthinsteine 904. 


Z. 


von  Thoma- 
von Bürker 


Zählkammer 
Zeiss 714, 
716. 

Zahnstein 262. 

Zea Mais, Eiweißzerfall bei 
415. 
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Zellen, Einfluß sensibilisieren- 
der, fluoreszierender Stoffe 
auf 1171. 
Zellinhaltsstoffe 1250. 
Zelluläre Dialyse 285. 
Zellulosebestimmungen 276. 
Zellulosegärung 1226, 1320. 
Zellulosenachweis 1248. 
Zellulosesäcke 176. 
Zelluloseschläuche 175. 
Zentralnervensystem, 
lebendes 382 f. 
Zerkleinern von Magen-Darm- 
inhalt und Fäzes der 
Pflanzenfresser 268. 
— von Organen 286. 
Zerkleinerungsapparate 2, 


über- 


Zerstäuber nach Buchner 
1281. 


Register. 


Zertrümmerung von Organ- 
zellen 288, 306. 

Zinkkarbonatnährboden 1323. 

Zinksulfat 230. 

— zur Enteiweißung bei der 
Autolyse 435. 

Zinnobergelatine 1254. 

Zirkalationswage von Jakobj 
341, 346 ft. 

Zucker, Bestimmung im Ma- 
gen-Darminhalt und Fäzes 
der Pflanzenfresser 267. 

— quantitative Bestimmung 
des in einem Verdauungs- 
gemische gebildeten 217. 


| Zweiweghähne 558. 


Zymase 3, 17, 393. 


| — (oferment der 396. 


— Darstellung mit Aceton 
395. 


Zymase, Darstellung mit Al- 
kohol-Äther 395. 

— Darstellung von Dauer- 
trockenpräparaten 395. 

— Eigenschaften der 395. 

— Trennung von Ferment 
und Coferment 396 ff. 

Zymasedarstellung 393 ft. 

— Auspressen der Hefe mit 
der Buchnersehen Presse 
zur 394. 

— Waschen und Entwässern 
der Hefe zur 393. 

— Zerreiben der Hefe mit 
Quarzsand und Kieselgur 
394. 


Zymasegärung, Entstehung 
v. Milchsäure bei der 398. 
Zymin 396. 


Zytolytische Medien 1181. 


Druck von Gottlieb Gistel & Cie. in Wien. 
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